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Apres les controverses qui se sont élevées sur l’existence et 
fu nature des éléments du bacille de Koch filtrables 4 travers les 
bougies Chamberland L, et L,, décrits par A. Fontés, A. Cal- 
mette et J. Valtis, A. Vaudremer, E. Sergent et P. Durand, 
S. Arloing et A. Dufourt, l’étude de cette question a été compleé- 
tement abandonnée depuis une vingtaine d’années. L’un de nous 
a émis, en 1936, Vhypothése que ces éléments pourraient étre 
des formes jeunes du bacille de la tuberculose. Cette supposition 
était basée : 

1° Sur les observations de J. Valtis et F. van Deinse montrant 
que les éléments du bacille de Koch filtrables sur bougie Cham- 
berland L, paraissent se trouver surtout dans les cultures de ces 
germes Agées de moins de huit jours. 

2° Sur les constatations que nous avions faites avec A. Boquet 
et J. Valtis et que nous avons récemment confirmées démontrant 
les faibles pouvoirs allergisant, toxique et pathogéne des bacilles 
tuberculeux dans les premiers jours de leur développement en 
voile sur le milieu synthétique de Sauton ou en profondeur dans 
le milieu 4 l’ceuf de Besredka, caractére qui les rapproche des 
éléments filtrables, tels qu’ils ont été décrits par les auteurs cités 
plus haut. 


*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
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Il nous a done paru utile de compléter nos recherches sur le 
pouvoir pathogéne des formes jeunes des bacilles tuberculeux en 
essayant de voir si ces derniéres peuvent traverser les bougies 
poreuses dans les conditions ot les bactéries ordinaires et les 
bacilles de Koch plus évolués ne s’en montrent pas capables. 

D’autre part, les auteurs qui ont conlesté l’existence d’éléments 
filtrables du bacille de Koch ont soutenu que la sensibilisation a 
la tuberculine des cobayes inoculés sous la peau ou dans leurs 
ganglions avec des filtrats de cultures ou de produits tuberculeux 
était due a la présence dans ces filtrats de fragments bacillaires 
morts traversant les bougies. II fallait done aussi nous rendre 
compte si les bacilles morts de cultures jeunes et vieilles sont 
filtrables. 

L’utilisation pour les expériences de filtration de cultures de 
bacilles tuberculeux sur les milieux solides ou en voile sur le 
milieu synthétique de Sauton ne permet pas de séparer les bacilles 
agés qui ont servi 4 l’ensemencement de ceux plus récemment 
formés. Bretey et Browaeys ont en effet montré, en ce qui con- 
cerne les voiles, que ces deux catégories de germes sont toujours 
mélangées par suite des divisions des bacilles dans toutes les 
parties du voile d’ensemencement. 

En utilisant comme milieu de culture celui de Besredka ot les 
bacilles bovins ne poussent pas en voile a la surface, mais dans 
la profondeur du liquide, nous avons pu en ensemencant ce 
liquide de culture par la partie inférieure du tube et en ne préle- 
vant pour la filtration dans les jours suivants que la partie supé- 
rieure du liquide, éliminer le plus possible les germes qui avaient 
servi a l’ensemencement et ne conserver pour la filtration que 
ceux nouvellement formés. 

Dans ces expériences nous avons utilisé la souche Dupray qui 
est entretenue en colonies lisses et qui est trés virulente ainsi que 
les souches bovines 474 et 865 un peu moins virulentes que les 
précédentes. 

Aprés avoir étudié la filtration de cultures en milieu de Besredka 
de bacilles tuberculeux jeunes, nous avons répété ces expériences 
avec des cultures en milieux de Sauton et de Dubos des mémes 
germes, puis avec des bacilles 4gés et des bacilles morts. 

Pour effectuer les filtrations, nous avons choisi la bougie 
Chamberland L, parce qu’elle est un peu moins perméable que 
la bougie L, employée par A. Calmette et J. Valtis dans leurs 
expériences de filtration. Le passage d’éléments du virus tuber- 
culeux a travers la bougie L, a donc une signification encore 
plus grande au point de vue de leur petitesse que lorsqu’on 
emploie la bougie L,. Les bougies L, et L, sont traversées en 
effet par les virus filtrables. L,, un peu plus perméable que. L;, 
laisse passer les germes de la péripneumonie des bovidés qui 
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sont 4 la limite de la visibilité comme l’ont montré A. Borrel et 
J. Bordet. D’aprés S. Mudd, le diamétre moyen des pores des 
bougies Chamberland L, serait de 2,5 u. La bougie L, retient les 
bactéries les plus petites comme celles du choléra des poules qui 
servent en général de test de filtration, et que nous avons utilisées 
dans nos expériences. La filtration ne doit pas durer plus de 
quinze minutes et ne doit pas étre faite sous une pression supé- 
reeure ad 40-50 cm de mercure, si on ne veut pas s’exposer au 
passage des microbes ordinaires. 

Malgré toutes les précautions que nous avons prises pour 
éviter les causes d’erreur, nous savons tout ce que ces expériences 
ont d’empirique. Notre but n’était pas de fixer les dimensions 
des éléments du bacille tuberculeux qui traversent les bougies 
Chamberland L,, mais de séparer les uns des autres par cette 
méthode dans les cultures jeunes des éléments qui peuvent avoir 
des propriétés biologiques différentes. 


I. — FILTRATION SUR BOUGIES CHAMBERLAND L, DE CULTURES 
EN MILIEU LIQUIDE DE BESREDKA 
DE SOUCHES DE BACILLES TUBERCULEUX D’ORIGINE BOVINE 
AGEES DE MOINS DE 8 JOURS. 


1° MARCHE SUIVIE POUR CES EXPERIENCES. — La technique que 
nous avons sulvie pour chacune de nos expériences a été la 
suivante : 

Le matériel d’ensemencement a été préparé en déposant 5 a 
6 cm* de milieu liquide de Besredka stérile a la surface d’une 
culture de bacilles bovins sur le milieu de Léwenstein agée de 
10 a 15 jours. Ce tube était remis a l’étuve a 37°. Trois jours 
aprés, lorsque le liquide était devenu trouble, 2 cm* de ce dernier 
étaient prélevés et déposés au fond d’un grand tube contenant 
le milieu a l’ceuf de Besredka. La pipette d’ensemencement longue 
et effilée était introduite par un petit tube de verre passant a 
travers le coton obturant le grand tube, le petit tube étant lui- 
méme bouché avec du coton et stérilisé en place avec le grand 
tube le contenant. Les tubes ensemencés étaient mis 4 l’étuve a 
37°, droits sur un support en bois, en évitant le plus possible 
toute secousse. 

Avec une pipette a boule, nous avons prélevé a divers inter- 
valles la moitié ou les deux tiers supérieurs du liquide de culture. 

Une goutte du liquide prélevé était étalée sur lame pour la 
recherche microscopique du bacille de Koch aprés coloration par 
le Ziehl et le bleu de méthyléne. Ce liquide était ensuite ense- 
mencé, pur ou dilué dans de ]’eau physiologique, sur 2 ou 3 tubes 
de milieu de Lowenstein et dans certains cas inoculé a des cobayes 
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par la voie sous-cutanée. Méme dans les cas ot la présence de 
bacilles de Koch n’a pas été constatée a |’examen microscopique, 
ces animaux ont été tuberculisés. 

Pour faciliter la filtration, le liquide de culture prélevé était 
dilué au tiers avec de l’eau physiologique et, aprés addition de 
quelques centimétres cubes d’une culture en bouillon du cocco- 
bacille du choléra des poules, il était filtré sur bougie Chamber- 
land L, neuve en moins de quinze minutes sous une pression 
variable. Trois séries d’expériences ont été faites avec des pres- 
sions de 60, 50 et 30 cm de mercure afin de bien nous rendre 
compte des éléments de virulences différentes qu’on pouvait 
séparer les uns des autres par la filtration. 

Les filtrats, avant d’étre inoculés aux animaux, étaient régulié- 
rement ensemencés en bouillon, sur gélose et sur le milieu de 
Lowenstein pour s’assurer qu’un petit germe comme celui du 
choléra des poules et que le bacille de Koch n’avaient pas tra- 
versé la bougie utilisée. Les tubes du milieu de Lowenstein ense- 
mencés étaient observés pendant trois A quatre mois. 

Nous n’avons pas tenu compte des expériences oti les tubes de 
contréle ont présenté un développement microbien, ce qui a été 
ailleurs excessivement rare. Jamais les tubes de milieu de 
Léwenstein ensemencés avec des filtrats n’ont donné une culture 
de bacilles de Koch. 

Les cobayes étaient inoculés sous la peau avec des quantités 
variables de filtrat, ou dans le cceur avec 1 ou 2 cm® et les 
lapins dans la veine marginale de l’oreille avec 1 cm* ou 2 cm® de 
ce produit. i 

L’apparition et la persistance de l’allergie ont été recherchées 
tous les mois: chez le cobaye par injection intradermique de 
6,1 em® de tuberculine brute 4 1/20 et chez le lapin par injection 
intraveineuse de 1/20 de centimétre cube de tuberculine brute et 
observation de la température quatre heures aprés cette injection. 
Nous n’avons tenu compte que des élévations thermiques égales 
ou supérieures a 1°, se maintenant pendant quatre heures. 

Ces épreuves tuberculiniques effectuées chaque mois avec la 
quantité de tuberculine indiquée nous ont montré que trois ou 
quatre injections intradermiques successives de cette substance 
& des cobayes peuvent les rendre plus ou moins allergiques a 
la quatriéme ou cinquiéme épreuve. 

Nous n’avons done retenu comme cas positifs que ceux ott 
l'allergie est apparue dans les deux premiers mois aprés l’inocula- 
tion du filtrat, ce qui nous a permis d’éviter les causes d’erreur 
que nous venons d’indiquer. 

Puisque nous avons donné le protocole type de nos expériences, 
nous nous bornerons a en mentionner leurs résultats dans le 
tableau suivant en y ajoutant ensuite les renseignements complé- 
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mentaires que peuvent comporter chacune d’elles et les conclu- 
sions que nous avons pu en déduire. 

a) Filtrations sur bougies Chamberland L, de cultures dgées 
de moins de 8 jours de bacilles tuberculeux bovins sous une 
pression de plus de 60 cm de mercure. — On peut voir, d’aprés 
les résultats de nos expériences consignées dans le tableau suivant 
(tableau I), que la voie sanguine s’avére beaucoup plus active que 
la voile sous-cutanée pour mettre en évidence, dans les filtrats de 
cultures jeunes de bacilles tuberculeux obtenus sous une pression 
‘légérement supérieure a 60 cm de Hg, la présence d’éléments 
allergisants et pathogénes pour les animaux auxquels ces fil'rats 
ont été inoculés. 

A la dose de 1 cm’, les filtrats obtenus sous une pression 
dépassant légérement 60 cm® de Hg et inoculés sous la peau de 
cobaye et de lapins, ne les ont jamais allergisés, ni tuberculisés. 
Par contre, a la méme dose ces filtrats inoculés par la voie san- 
guine ont allergisé les lapins dans la proportion de 9 sur 22, 
soit 40 p. 100 et les cobayes dans la proportion de 2 sur 6, soil 
33 p. 100. 

A doses égales, la voie sous-cutanée est moins active que la 
voie veineuse. Méme en inoculant en une seule fois 15 cm? de 
filtrat sous la peau du cobaye, les résultats ont été négatifs. 

Mais en faisant a des cobayes une premiére injection de 10 cm® 
de filtrat puis, trois jours aprés, une seconde injection de 5 cm‘, 
nous avons obtenu les mémes résultats qu’avec 1 cm* de filtrat 
injecté en une seule fois par la vole sanguine. 

Dans 8 cas l’allergie est apparue un mois aprés l’inoculation du 
filtrat et dans 5 cas deux mois aprés. 

Quatre lapins inoculés avec 1 cm® de filtrat dans la veine et 
devenus allergiques ont présenté des lésions tuberculeuses. Chez 
3 d’entre eux, elles étaient discrétes : quelques tubercules sur les 
poumons et sur les reins ; chez un seul Japin il y avait de trés 
nombreux tubercules sur tous les organes. 

Les Jésions tuberculeuses produites par ]’inoculation des filtrats 
n’ont apparu que dans un délai de quatre a six mois aprés |’ino- 
culation. [Les souches de bacilles tuberculeux isolées des organes 
de ces lapins ont pu étre identifiées comme appartenant 4 la 
souche bovine Dupray qui a servi aux filtrations. 

Chez Jes animaux devenus allergiques qui n’ont pas présenté 
de lésions tuberculeuses, l’allergie a disparu en général un mois 
aprés sa premiére manifestation. Les poumons de l’un d’eux 
contenaient des bacilles acido-résistants. Ils ont été ensemencés 
sur des tubes de milieu de Lowenstein et n’ont pas donné de 
culture de bacilles tuberculeux. Leur réinoculation a des cobayes 
neufs n’a pas tuberculisé ces animaux. 

b) Filtrations sur bougies Chamberland L, de cultures dgées 
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4 lapin allergisé sur 24 = 4,7 
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1 cobaye allergisé sur 22= 4,5 p. 100. 
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de moins de 8 jours de bacilles tuberculeux bovins sous une 
pression de plus de 50 cm de Hg. — Parmi les lapins inoculés 
dans la veine avec 2 cm® de filtrats de cultures jeunes de bacilles 
tuberculeux obtenus sous une pression légérement supérieure aA 
50 cm de Hg, 7 d’entre eux sur 18, soit 38 p. 100 sont devenus 
allergiques et parmi les cobayes inoculés avec la méme dose de 
ces filtrats par la voie cardiaque, 2 sur 11, soit 18 p. 100. 

Ces deux cobayes ont présenté une hypertrophie trés marquée 
de leurs ganglions sous-lombaires et trachéobronchiques. L’exa- 
men microscopique de ces ganglions a montré la présence de 
bacilles acido-résistants. Leur ensemencement sur le milieu de 
Lowenstein et leur réinoculation a des cobayes neufs ont donné 
des résultats négatifs. 

Aucun des lapins et des cobayes de ce groupe n'a présenté de 
léstons tuberculeuses sur ses organes. 

c) Filtrations sur bougies Chamberland L, de cultures dgées 
de moins de 8 jours de bacilles tuberculeur bovins sous une 
pression ne dépassant pas 30 cm de Hg. — On peut voir dans le 
tableau I que les lapins et les cobayes inoculés avec 2 cm’ de 
filtrats de cultures jeunes de bacilles bovins en milieu de Besredka, 
obtenus sous une pression ne dépassant pas 30 cm de Hg n’ont 
pas présenté de lésions tuberculeuses avec présence de bacilles 
de Koch. Une trés faible proportion d’entre eux sont devenus 
allergiques et tout a fait isolément : 1 lapin sur 21, soit 4,7 p. 100; 
1 cobaye sur 22, soit 4,5 p. 100. 

Cette premiere série d’expériences nous a permis d’établir que 
les filtrats de bacilles tuberculeux bovins jeunes en milieu de 
Besredka obtenus sous une pression supérieure 4 50 cm de Hg, 
allergisent dans une proportion importante les cobayes et les 
lapins auxquels ils sont inoculés par la voie sanguine, mais ils 
ne les tuberculisent dans certains cas que lorsque la filtration a 
été effectuée sous une pression encore plus élevée (plus de 
60 cm de Hg). 

En ce qui concerne les filtrats de cultures des mémes bacilles 
obtenus sous une pression inférieure a 30 cm de Hg, les résultats 
sont trop incertains pour étre retenus. 

En effet, nous avons pratiqué des expériences de contréle chez 
36 cobayes et lapins qui avaient eu une épreuve a la tuberculine 
négative et ont été observés pendant plus de trois mois dans 
les cages ou ils avaient été placés. Une réaction thermique pen- 
dant ce laps de temps a été observée chez un lapin et une réaction 
dermique trés faible chez un cobaye, ce qui ferait une moyenne 
de 5,5 p. 100 chez ces animaux, moyenne a peu prés semblable 
a celle observée chez les lapins et les cobayes inoculés avec les 
filrats de cultures jeunes de bacilles tuberculeux obtenus sous 
une pression inférieure a 30 cm de Hg. 


8 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Avant de conclure, nous devions nous assurer de ce qui pourrail 
se passer dans des filtrations effectuées sous celte dermicre pres- 
sion avec des cultures jeunes de bacilles tuberculeux dans des 
milieux autres que celui de Besredka: milieu synthétique de 
Sauton et milieu de Dubos dont la filtration sur bougie Cham- 
berland L, pourrait étre plus facile que dans le cas de ce dernier. 


II. — Fiirrations suR BouUGIES CHAMBERLAND 'L, DE CULTURES 
AGEES DE MOINS DE 8 JOURS DE BACILLES TUBERCULEUX 
HUMAINS ET BOVINS EN MILIEUX DE SAUTON ET DE DuBos 

SOUS UNE PRESSION NE DEPASSANT PAS 30 CM DE MERCURE. 


Les résultats des inoculations au lapin et au cobaye des filtrats 
de ces cultures sont consignés dans le tableau II. 

Il ressort des expériences de filtration effectuées sous unc 
pression inférieure a 30 cm de Hg que les cobayes et les lapins 
inoculés par la vole sanguine avec des fillrats de cultures jeunes 
de bacilles tuberculeux humains et bovins en milieu de Sauton et 
en milieu de Dubos et observés en général pendant plus de trois 
mois ne sont pas devenus allergiques, ni tuberculeux a l’excep- 
tion de 2 lapins inoculés avec un filtrat de la souche bovine 
Dupray en milieu de Dubos qui ont réagi a la tuberculine sans 
présenter de bacilles et de lésions dans leurs organes. 

Ce seul résultat obtenu sur 11 lapins et 53 cobayes ne peut pas 
modifier nos conclusions générales: les hbacilles tuberculeux, 
agés de moins de 8 jours, ne paraissent pas traverser les bougies 
Chamberland L, sous une pression inférieure 4 30 cm de Hg. 


III. — Frirrations suR BoUGIES CHAMBERLAND L, 
DE CULTURES DE BACILLES TUBERCULEUX HUMAINS ET BOVINS 
AGEES DE PLUS DE 30 JOURS EN DIVERS MILIEUX 
SOUS DES PRESSIONS COMPRISES ENTRE 50) cm ET 60 cm vE He. 


Puisque nos expériences paraissent établir que les  bacilles 

tuberculeux agés de moins de 8 jours ne traversent pas les bou- 
gies Chamberland ‘L, sous des pressions inférieures a 30 cm 
de Hg, nous avons pensé qu’il était inutile de recommencer des 
expériences de filtration sous cette pression avec des bacilles 
Agés. 
_ Nous nous sommes bornés a étudier le comportement d’animaux 
inoculés avec des filtrats obtenus sous des pressions comprises 
entre 50 cm et 60 cm de Hg, avec des cultures de bacilles humains 
et bovins 4gées de 25 a 30 jours. 

Expérience. — Nous avons filtré en présence de coccobacilles 
du choléra des poules sur bougies Chamberland L, des cultures 
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agées de 30 a 40 jours en milieu de Sauton d’une souche humaine 
tres virulente sous des pressions: 1° de 50 cm de Hg; 2° de 
55 cm de Hg ; 3° de 60 cm de Hg. 

Chacun de ces filtrats dont les ensemencements en bouillon et 
sur gélose ainsi que sur milieu de Lowenstein sont restés négatifs 
a été inoculé a Ja dose de 1 cm® dans la veine de 10 cobayes, en 
tout 30 cobayes. 

Un et deux mois aprés leur inoculation aucun de ces cobayes 
n’a réagi a la tuberculine. 

Une expérience semblable a été répétée en filtrant sur des 
bougies Chamberland L,, sous des pressions de 55 et 60 cm de Hg, 
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des cultures en bouillon de bacilles bovins (souche Dupray) agées 
de plus de 30 jours. 

Chacun de ces filtrats a été inoculé a 10 cobayes a la dose 
de 1 cm® dans la veine. 

Aucun de ces 20 animaux n’a réagi a la tuberculine, un et 
deux mois aprés cette inoculation. 


IV. — FizTRATIONS SOUS DIFFERENTES PRESSIONS 
SUR BOUGIES CHAMBERLAND L, DE CULTURES DE BACILLES 
TUBERCULEUX HUMAINS ET BOVINS JEUNES OU VIEUX, 
TUES PAR LA CHALEUR. 


Il nous restait A voir si des cultures de bacilles tuberculeux 
humains et bovins tués par la chaleur, jeunes ou vieux, se com- 
porteraient dans la filtration sur bougies Chamberland L, comme 
des bacilles vivants au point de vue de leur pouvoir allergisant 
sur le cobaye et sur le lapin. 

Nous avons effectué les expériences suivantes : 

1° Filtrations sous des pressions de moins de 30 cm de Hg. — 
a) Cultures en milieu de Sauton de bacilles de la souche bovine 
Dupray Agés de 2 jours tués par la chaleur. Inoculation de 2 em* 
du filtrat 4 4 lapins par la voile veineuse et a 6 cobayes par la voie 
cardiaque. Deux lapins ont présenté une réaction thermique deux 
mois apres l’inoculation. Aucun des cobayes n’a réagi a la tuber- 
culine ; 

b) Culture en milieu de Sauton de bacilles de la souche 
humaine 572 a4gés de 3 jours tués par la chaleur. Inoculation 
intracardiaque de 2 cm* de filtrat 4 8 cobayes. Aucune réaction 
intradermique a la tuberculine ; 

c) Culture en milieu de Besredka de bacilles de la souche 
bovine Dupray agés de 30 jours, tués par la chaleur. 2 cm® de 
filtrat ont été inoculés dans la veine de 3 lapins. Aucun de ces 
animaux n’a réagi a la tuberculine. 

d) Culture en milieu de Sauton de bacilles de la souche bovine 
Dupray Agés de 30 jours, tués par la chaleur. 2 cm? du filtrat 
ont été inoculés a 2 lapins par la voie veineuse. Aucune réaction 
tuberculinique n’a été constatée chez ces animaux. 

2° Filtrations sous des pressions de plus de 50 cm de Hg. — 
a) Culture en milieu de Sauton de bacilles de la souche bovine 
Dupray Agés de 30 jours, tués par la chaleur. 2 cm* du filtrat 
ont été inoculés par la voie veineuse a 5 lapins. Aucun d’eux 
na réagi a la tuberculine ; 

b) Culture en bouillon glycériné de bacilles de la souche bovine 
Dupray agés de 30 jours, tués par la chaleur. 1 cm® du filtrat 
a été inoculé dans la veine de 5 cobayes. Aucune réaction intra- 
dermique a la tuberculine n’a été constatée. 
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3° Fulrations sous des pressions de plus de 60 em de Hg. — 
Culture en bouillon glycériné de bacilles de la souche bovine 
Dupray agés de 30 jours, tués par la chaleur. 1 cm® de filtrat 
a été inoculé par la voie veineuse a4 10 cobayes. Aucun d’eux 
n’a réagi a la tuberculine. 

A part l’expérience ot 2 lapins ont réagi a la tuberculine 
deux mois aprés |’inoculation intraveineuse d’un filtrat de bacilles 
bovins agés de 2 jours, tués par la chaleur, les cobayes et les 
lapins inoculés par la voie sanguine avec 1 ou 2 cm! de filtrats 
de bacilles tuberculeux humains et bovins agés de 30 jours, tués 
par la chaleur, n’ont jamais acquis d’allergie. 


CONCLUSIONS. 


Nos expériences montrent que des éléments de bacilles tuber- 
culeux humains et bovins 4gés de moins de 8 jours sont capables, 
sous une pression supérieure 4 50 cm de Hg, de traverser des 
bougies Chamberland L, qui ont retenu le coccobacille du 
choléra des poules. 

Ces éléments jeunes des bacilles tuberculeux ne peuvent pas 
élre mis en évidence dans ces filtrats par leur ensemencement 
sur le milieu de Lowenstein. Leur présence ne peut étre révélée 
que par l’inoculation de ces filtrats au cobaye et au lapin par 
la voile sanguine a la dose de 1 ou 2 cm*. Une proportion impor- 
tante des animaux ainsi inoculés réagissent transitoirement a la 
tuberculine. 

Chez ceux qui sont devenus allergiques nous avons trouvé 
dans de rares cas des bacilles acido-résistants dans les poumons 
des lapins et dans les ganglions hypertrophiés des cobayes, 
notamment dans les ganglions trachéobronchiques. L’ensemence- 
ment de ces organes et de ces ganglions sur le milieu de Léwen- 
stein et leur réinoculation a des cobayes neufs sont restés 
négatifs. 

L’inoculation intraveineuse de ces filtrats a des lapins n’a 
parfois tuberculisé ces animaux que lorsque ces filtrats ont été 
obtenus sous des pressions supérieures 4 60 cm de Hg. Dans 
aucun de ces cas le coccobacille du choléra des poules n’avait 
traversé la bougie Chamberland L,. 

Pour obtenir par la voie sous-cutanée une allergisation du 
cobaye avec des filtrats de cultures jeunes de bacilles tuberculeux 
obtenus sous une pression supérieure 4 50 ecm de Hg, il faut 
inoculer une dose de filtrat dix a quinze fois plus forte qu’en 
employant la voie sanguine et faire deux injections fractionnées 
du filtrat A trois jours d’intervalle. . 

Les cobayes et les lapins inoculés par la voie sanguine avec 
des filtrats obtenus sous les mémes pressions de cultures de 
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bacilles tuberculeux agés de plus de 30 jours ne sont pas devenus 
allergiques. 

Contrairement a l’opinion classique qui admet que les bacilles 
de Koch sont capables de traverser les bougies Chamberland L, 
sous des pressions supérieures & 50 cm de Hg, nous estimons 
que celte propriété n’appartient qu’aux bacilles tuberculeux de 
nouvelle formation. 

L’inoculation par la voie sanguine au lapin et au cobaye de 
filtrats de bacilles tuberculeux, 4gés de moins de 8 jours, obtenus 
sous une pression de moins de 30 cm de Hg, ne nous a pas 
donné les mémes résultats que dans les cas ow la filtration avait 
6té effectuée sous une pression supérieure a 50 cm de Hg. 

Les mémes résultats négatifs ont été observés aprés inoculation 
i ces animaux de filtrats sur bougies Chamberland L, de bacilles 
tnberculeux 4gés de 30 jours, tués par la chaleur, quelle qu’ait 
été la pression utilisée pour la filtration. 

ll semble done qu’on peut éliminer l’hypothése d’un ultravirus 
tuberculeux qui traverserait les bougies Chamberland L, sous 
une pression inférieure 4 30 cm de Hg. 

Les éléments qui traversent les bougies Chamberland L, sous 
une pression supérieure 4 50 cm de Hg ne sont pas des bacilles 
morts ni des bacilles vivants complétement évolués, mais de 
jeunes éléments vivants de ces bacilles. 
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RECHERCHES SUR LES BACTERIES ANAEROBIES 
DE LA TERRE ADELIE 
(PRELEVEES PAR LA PREMIERE EXPEDITION 
ANTARCTIQUE FRANGAISE) 


par A.-R. PREVOT et M. MOUREAU (*). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


INTRODUCTION. 


Depuis une dizaine d’années, l'étude des anacérobies hétéro- 
trophes des sols, des eaux, -des boues fluviales et lacustres, des 
sédiments marins et lagunaires, enfin du potopoto, a été lune 
des préoccupations permanentes de notre Jaboratoire. Les 
résultats de ces recherches ont été consignés dans une série de 
publications {4 a 25] d’ou il ressort que quel que soit le 
lieu géographique étudié et le genre de matériel prélevé, les 
anaérobies hétérotrophes se groupaient a la surface du globe 
de fagon remarquablement semblable : qu'il s’agisse de terres 
froides (arctiques), septentrionales (Europe), tropicales ou équa- 
toriales (Afrique et Amérique du Sud), on voit dans un méme 
échantillon une microflore anaérobie nécessaire constituée par 
un petit nombre d’espéces toujours les mémes: le groupe 
Cl. bifermentans, Cl. caproicum, Cl. valerianicum, plus ou moins 
mélangé aux autres sporulés Gram-positifs telluriques, dont les 
deux plus fréquents sont W. perfringens et Cl. sporogenes, — 
germes universels et obligatoires — et une microflore anaérobie 
contingente, constituée par de nombreuses espéces asporulées, 
Gram-posilives, trés diverses, mais ott le genre Cillobacterium 
prédomine nettement. 

Une lacune importante subsistait dans cette suite de travaux : 
nous n’avions jamais pu étudier la microflore anaérobie antarc- 
tique. Les Expéditions Polaires Francaises (Missions Paul- 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 4 octobre 1951. 

Avec la collaboration technique des stagiaires du service : M™° Richier- 
Chevrel, M!¢ N. Aladame, MM. Bokkenheuser, Holsacker, Gay et Pierre, 
que nous remercions trés vivement de l’aide qu’ils nous ont apportée. 
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Emile Victor) organisaient, en 1947, une expédition antarclique 
en Terre Adélie. Le D® Sapin-Jaloustre, médecin et biologiste 
de l’expédition 1949-1950, et le D* Cendron, qui l’a remplacé 
dans l’expédition 1950-1951, ont bien voulu se charger de faire 
des prélévements, de les localiser, de nous les envoyer. Nous les 
remercions tres vivement d’avoir effectué ces prélévements 
pour nous. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


Huit échantillons ont été prélevés du 28 janvier au 5 février 
1951, transportés a bord du Commandant-Charcot en bonne 
condition jusqu’en Australie et, de la, par avion jusqu’a Paris. 
Ils ont été aussit6t mis en glaciére et étudiés par la technique 
habituelle de l’Institut Pasteur. Voici les résultats : 


Echantillon n° 3 (Ile du Dépdt a Pointe Géologie). — Boue 
molle, grisatre, prélevée dans une flaque d’eau douce située au 
creux des rochers a 8 m. au-dessus du niveau de la mer, Un 
seul anaérobie décelé, extrémement abondant : 


Welchia perfringens (type A) pathogéne. 


Echantillon n° 4 (Port-Martin). — Terre Jimoneuse prélevée 
dans une fente de rocher, non loin de 1’« Abri Météo ». Un seul 
anaérobie décelé, trés abondant : 


Welchia perfringens (type A) pathogéne. 


Echantillon n° 17 (Dorsale de Port-Martin). — Gravillon limo- 
neux prélevé dans un creux de rocher. Deux anaérobies y sont 
décelés en grande abondance : 


Cl. sporogenes, Cl. caproicum. 


| Echantillon n° 18 (Rockerie de « Port aux Phoques »). — 
Limon d’eau douce prélevé dans une flaque claire de rocher sans 
végétation. Deux anaérobies y sont décelés : 


Plectridium ovalaris, Cillobacterium endocarditis. 


Echantillon n° 19 (Groupe rocheux « Abri Météo »). — Gra- 
villon limoneux prélevé dans une fente de racher. Deux 
anaérobies y sont décelés : 
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Cl. caproicum, W. perfringens non pathogéne. 


Echantillon n° 20 (He du Dépédt a Pointe Géologie). — Gra- 
vilton limoneux prélevé au fond d’une mare d’eau douce, claire, 
sans végétation, située 4 2 m au-dessus du niveau de la mer. 
Trois anaérobies y sont décelés : 


Eubacterium nitritogenes, Eubacterium cadaveris, 
Cillobacterium silvestris. 


Echantillon n° 21 (Dorsale de Port-Martin). — Terre prélevée 
dans un creux de rocher sous une couche de lichens bruns et 
rouge brun. Un seul anaérobie y est décelé : 


Cl. caproicum. 


Echantillon n° 22 (Groupes 6 4 10 de rochers de la Rockerie 
de Port aux Phoques). — Limon prélevé dans le lit d’un petit 
torrent de fonte dont l’amont passe sous d’anciens nids de pin- 
goins d’Adélie et d’amas de guano. Un anaérobie y prédomine 
en grande abondance : 


Cl. caproicum. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. 


I, — Une premiére remarque sur ces anaérobies est a signaler : 
toutes les souches (dont les prélévements proviennent d’une 
terre qui est maintenue 4 des températures entre — 40° et —70° 
pendant Ja plus grande partie de l’année), se sont développées 
en quelques heures a 37° dés le premier ensemencement. 

HI. — Dans |’ensemble, la microflore anaérobie de la Terre 
Adélie est semblable 4 celle de toutes les terres, boues, eaux de 
l’univers et présente: une microflore nécessaire, sporulée, 
constituée par Clostridium caproicum, Welchia perfringens, 
Cl. sporogenes et Plectridium ovalaris et une microflore contin- 
gente asporulée, constituée par Cuillobacterium endocarditis et 
Cillobacterium silvestris, agrémentée d’espéces moins typiques, 
telles que Eubacterium nitritogenes et Eubacterium cadaveris. 

A noter que: Cillobacterium silvestris n’avait été isolé anté- 
rieurement que dans la forét primaire équatoriale, 4 Daloa, Céte 
d’Evoire ; Eubacterium nitritogenes n’avait été isolé antérieure- 
ment qu’en France et en Indochine ; Eubacterium cadaveris 
n’avait été isolé qu’en France, de méme que Plectridium ovalaris. 
Quant aux autres microbes anaérobies de la Terre Adélie, ce 
sont ceux de tous les sols du monde. 
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Discussion. 


Cetle étude des anaérobies d’un sol antarctique compléte nos 
recherches antérieures sur les anaérobies telluriques : la micro- 
flore anaérobie isolable par la gélose VI est la méme sur toute 
la surface de la terre: poles, septentrions, tropiques et équa- 
teur. Les bactéries du sol, contrairement aux plantes, sont indif- 
férenles aux températures et aux climats. 

Devant ces résultats, il nous semble qu’une notion nouvelle est 
4 dégager. Winogradsky [26] avait classé les microbes du sol 
en deux catégories : 

1° La microflore autochtone, qui est celle d’un sol maintenue 
artificiellement en jachére noire pendant au moins six ans ; 

2° La microflore zymogéne, qui se superpose a la premiére 
quand on apporte au sol une matiére organique — et qui varie 
suivant la nature de cette matiére. 

Ces deux notions ont été d’une fécondité extraordinaire et ont 
permis une interprétation judicieuse de l’expérimentation pédo- 
logique. Mais elles supposent lTintervention de lhomme, qui 
maintient la jachére noire et qui la modifie par apport déterminé. 
Les recherches poursuivies par |’un de nous depuis dix ans 
avec de noinbreux collaborateurs concernent avant tout les sols 
vierges, ot! Vhomme n’intervient pas. La formule de microflore 
anaérobie mise en évidence dans les sols vierges, les boues 
lacustres fluviales et marines de toutes les latitudes, ne peut étre 
classée ni dans Ja microflore autochtone, ni dans la microflore 
zymogéne. Elle exige une notion nouvelle qui vient compléter la 
classification de Winogradsky, et nous proposons de la nommer 
la microflore origtnelle et de la définir : la microflore des sols 
et des boues avant toute intervention humaine. 

Nous ne voulons pas laisser croire que la présente étude ter- 
mine la série de nos recherches sur ce chapitre ; nous tenons, 
au contraire, & préciser que ces dix années de travail n’en sont 
que le début : nous n’avons exploré que la microflore originelle 
anaérobie hétérotrophe. I] reste a explorer la microflore aérobie 
originelle (étude que notre collégue J. Pochon a entreprise sur 
les mémes échantillons que nous), et surtout la microflore ori- 
ginelle anaérobie autotrophe, notamment la microflore fixatrice 
d’azote, sur laquelle les bactériologistes américains [27, 28] ont 
fait récemment de trés belles découvertes (recensement des 
especes fixatrices et mécanisme intermédiaire de la fixation) ; 
la microflore sulfato-réductrice, dont Senez [23] a donné récem- 
ment une excellente revue ; la microflore lipolytique productrice 
des pétroles [29] et les microflores assumant les autres cycles 
biochimiques secondaires du sol [49]. 

Nous pensons que cette notion nouvelle de microflore originelle 
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est de nature 4 mieux faire comprendre tous les phénoménes 
bactériens du sol et qu’elle aidera les chercheurs a orienter leurs 
études avec plus de logique (1). 


CONCLUSIONS. 


1° La microflore anaérobie hétérotrophe de la Terre Adélie 
est la méme que toutes les microflores telluriques du monde : 
elle comprend un groupe nécessaire sporulé (Cl. caproicum, 
W. perfringens, Cl. sporogenes) et un groupe contingent aspo- 
rulé (Cillobacterium principalement). 

2° Contrairement aux plantes, les bactéries du sol sont indif- 
férentes A la température et aux climats : ce sont les mémes aux 
poles, a l’équateur et aux septentrions. 

3° Aux fécondes notions de Winogradsky, il y a lieu d’ajouter 
la notion nouvelle de microflore originelle : celle des sols vierges 
avant intervention dé homme. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] A.-R. Prévor. Ces Annales, 1946, 72, 662. 

[2] A.-R. Prévor. C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 296. 

[3] A.-R. Prévor et Zimmis. C. R. Soc. Biol., 1946, 140, 110. 

[4] A.-R. Prévor, M. Raynaup et M. Diceon. C. R. Soc. Biol., 1946, 


140, 235. : 
[5] A.-R. Prévor, J. Zimmis, M. Peyré et C. Lanrutez. Ces Annales, 
1947, 73, 222. 


[6] A.-R. Prévor, M. Diczon, M. Pryrt, J. Panratton et J. SEnez. 
Ces Annales, 1947, 73, 409. 

[7] A.-R. Prévor. C. R. Acad. Sci., 1946, 223, 1035. 

[8] A.-R. Prévor et J. Zimmes-Cuaverou. Ces Annales, 1947, 73, 602. 

[9] A.-R. Prévor et M. Weisuirz. Rev. Canad. Biol., 1948, 7, 170. 

[40] A.-R. Prévor et J. LaptancnE. Ces Annales, 1947, 73, 687. 

[44] A.-R. Prévor et R. Sansonnens. Ces Annales, 1947, 73, 1044. 

[42] A.-R. Prévor et R. Satssac. Ces Annales, 1947, 73, 1125. 

[413] A.-R. Privor, Ces Annales, 1948, 74, 1657. 

[44] Y. Tcuan, J. Pocnon et A.-R. Privor. Ces Annales, 1948, 74, 394. 

[45] A. R. Prévor. Le Soufre, 1948, 145. 


(1) Aprés la rédaction de ce mémoire, nous avons eu connaissance 
de Vimportante monographie de A. L. Mc Lean [380] parue en 1919 
dans la collection « Australian Antarctic Expedition 1911-1914, Bacte- 
riological and other researches », relatant les recherches bactériolo- 
giques sur les mammiféres, oiseaux et poissons de la Terre Adeélie, 
ainsi que sur le sol, la neige, la glace, les sédiments marins, les algues, 
Veau de mer, les boues. Cet auteur, n’ayant recherché que les bactéries 
aérobies hétérotrophes, nous n’avons rien pu trouver dans son mémoire 
(ui puisse modifier notre conception. 


nro 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 82, ne 1, 1952. 


48 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


{46} A.-R. Prévor. Ces Annales, 1948, 75, 571. 

[47] A.-R. Privor. Ces Annales, 1949, 77, 400. 

[48] A.-R. Privor et P. Detmas-Marsater. C. R. Ive Conf. Intern. 
Sciences, 126. 

[49] A.-R. Privor. Rapport au I* Congr, Intern. d’Ecologie, Paris 
1950. 

[20] A.-R. Prévor. Problémes de bactériologie marine, CREO 1950. 

f24} A.-R. Privor et R. Saissac. Ces Annales, 1950, 79, 328. 

[22] A.-R. Prévor et J. Pocnon. Ces Annales, 1951, 80, 672. 

{23} J. Senez. Ces Annales, 1949, 77, 512. 

[24] J. Mazeras et N. Anapame. Ces Annales, 1951, 80, 96. 

[25] B. Ca. Cattame. Ces Annales, 1951, 80, 438. 

[26] S. Winocrapsky. Microbiolagie du sol, 1949, 418 et 473. 

[27] Cité par A.-R. Privor (voir 19 et 20). 

[28] I. Zevircu, E. B. Rosensnum. R. H. Burris et R. W. Wirson. J. 
Biol. Chem., 1951, 194, 295. 

[29] A.-R. Privor. Atome, 1951 (sous presse). 

£38) A. EL. Mc Lean. Aust. Ant. Exp. Sci. Reép., 919, 7, fasc. 4, 130. 


SCHEMAS LYSOTYPIQUES ANORMAUX. 
LEUR INTERET POUR LA CREATION EVENTUELLE 
DE NOUVEAUX TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
DE S. TYPH/ ET DE S. PARATYPHI B 
ET LE CONTROLE DE L'IDENTITE DE CES SALMONELLA (*) 


par Pierre NICOLLE, Lton et Simone LE MINOR et Gistte DIVERNEAU. 


(Institut Pasteur, 
Service du Bactériophage et Service des Vaccins.) 


Chacun des différents types bactériophagiques de S. typhi et 
de S. paratypht B, déterminés par la lysotypie (1) (méthode de 
Craigie et Yen, 1938 [4], Craigie et Felix, 1947 [2], et méthode 
de Felix et Callow, 1943 [8], 1951 [4]), est caractérisé avant tout 
par sa sensibilité au phage homologue : I goutte de la dilution 
critique du phage approprié, déposée sur la gélose sitdt aprés 
Vensemencement, produit, dans la culture en nappe continue, 
aprés dix a douze heures d’étuve, une lyse totale ou subtotale. 

En plus de cette action spécifique, on peut observer, sous 
Vinfluence des autres phages, des lyses qui, suivant les types, 
peuvent étre totales, partielles ou nulles. Ces réactions hétéro- 
logues composent, avec la réaction spécifique du phage homo- 
logue, le « schéma » caractéristique de chaque type. 

Parfois, cependant, on observe des différences assez marquées 
dans l’effet des phages hétérologues sur diverses cultures appar- 
tenant 4 an méme type : Felix et Callow, 1951 [4], ont ainsi décrit 
piusieurs variétés pour les types 1, 3a, 3a1 et 3b de S. para- 
typhi B. Nous-mémes avons observé pour le type D, de S. typhi, 
des faits analogues: les cultures de ce type présentent deux 
schémas lysotypiques assez nettement distincts : le schéma D, pur, 
cavactérisé par une lyse confluente avec les phages D,, D,, D, et 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 4 octobre 1951. 

(1) La lysotypie est la caractérisation des types d’une espéce bacté- 
rienne par les bactériophages [phage typing] (Nicolle, Jude et Buttiaux, 
1950 [5]). 
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D,, une iyse partielle avec le phage D, et des plages isolées, 
généralement peu nombreuses, avec un certain nombre de phages 
hétérologues, et le schéma D, + N qui, en plus des réactions du 
type D, pur, présente une lyse confluente avec le phage N. 

Depuis 1948, nous avons rencontré 79 cultures donnant le 
schéma D, pur et 24 cultures donnant le schéma D, + N. Ce 
dernier, exceptionnel en France, a été obtenu assez fréquemment 
avec des cultures provenant -d’Autriche, d’Afrique du Nord et 
de Turquie (2). Nous ne sommes pas en mesure de décider s'il 
s’agit ]a d’une variété épidémiologiquement individualisée et 
stable du type D, ou seulement d’une dégradation débutante de 
la sensibilité spécifique Vi, c’est-a-dire de cultures tendant a 
donner des réactions hétérologues de plus en plus fortes (cul- 
tures Vi-dégradées, Felix, 1951 [6)). 

Les schémas lysotypiques sont, dans l’ensemble, remarqua- 
blement constants. Ceci veut dire que toutes les cultures appar- 
tenant 4 un type ou a une variété de type donnent des schémas 
sensiblement identiques. 

Sur Je nombre de souches regues par le Centre de Lysotypie 
de l'Institut Pasteur (plus de 3500 en trois ans) sous | étiquette 
de S. typhi et de S. paratyphi B, il s’en est présenté quelques- 
unes, toutefois, dont les réactions n’étaient pas entiérement super- 
posables a celles d'un type ou de lune de ses variétés. Ces 
réactions anormales rendaient l’interprétation difficile. Nous 
avons réussi a les attribuer aux éventualités suivantes : 


1° Nouveaux Types. — Certaines de ces cultures appartenaient 
é un type inconnu jusqu’alors. L’existence de ce nouveau type 
élait révélée par le schéma des réactions hétérologues, a défaut 
de la réaction du phage homologue non encore obtenu. Un remar- 
quable exemple de ce cas nous a été fourni par certaines cullures 
de S. paratypht B provenant d’Autriche (E. Edlinger [7]). Ces 
cultures, assez nombreuses (52 sur un total de 306, soit 17 p. 100), 
donnaient un schéma lysotypique voisin de celui du type 3b, 
mais elles s’en distinguaient par l’absence de réaction avec les 
phages Beccles et Taunton (tableau JI). 

Impressionnés par la netteté et la fréquence du schéma aty- 
pique de ces souches autrichiennes, nous avons créé, pour les 
classer, un type provisoire, « le type 3b (moins Beccles, moins 
Faunton) » (Nicolle, Hamon et Edlinger, 1951 [8], Hamon et 
Nicolle, 1951 [9]). Par la suite, nous en avons envoyé 15 échan- 
lillons au D* Felix (Central Enteric Reference Laboratory and 
Bureau, Londres). Celui-ci les a tous identifiés A un nouveau type, 


(2) Nous remercions le D* Babacan, d’Istambul, pour son envoi de 
cultures de S. typhi. 
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Tasxeau I, 


Dilutions critiques des phages B Vi Phage 
[2 | [se] = fie] rena 


| type prosisoi- 

re 3b (moins 
Beccles,moins Ht 
Taunton) ou 
| Souches LCv 


LC = lyse confluente 

LCv = lyse confluente plus ou moins masquée par une culture 
ro secondaire 

LO = lyse confluente voilée avec liseré périphérique 

+++ = une centaine de plages < ? : 


N.B.- Ce schéma a été établi A une époqhe ow nous n’avions pa 
Ss enco 
& notre disposition les phages B Vi Jersey, B.A.O.R. ot Danes. 


non encore publié a l’époque, le type B. A. O. R. (8) (Felix et 
Callow, 1951 [4]) (4). 

Depuis que nous avons recu le phage B Vi spécifique de ce 
type, nous avons pu vérifier que les autres souches étiquetées 
par nous « type 3b (moins Beccles, moins Taunton) », sans une 
seule exception, appartenaient au type B.A.O.R. Ainsi, en 
l"absence du phage spécifique et sur la seule interprétation des 
réactions hétérologues, nous avons été amenés a soupgonner 
existence d’un nouveau type. Le fait que les auteurs précités 
nous aient devancés dans |’établissement de la preuve définitive 
ne diminue en rien, a notre avis, l|’intérét de notre observation. 
I! confirme, au contraire, la valeur des réactions hétérologues 
pour la découverte éventuelle de nouveaux types. 


2° VaRIETES NOUVELLES DE TYPES DEJA cREEs. — Dans certains 
cas, les réactions hétérologues anormales indiquent seulement 
que la souche étudiée appartient A une variété non encore décrite 
d’un type connu. C’est ce que nous avons observé pour certaines 
cultures de S. paratyphi B provenant soit d’Autriche, soit de lest 


(3) B. A.O.R. = British Army of Rhine. Ce type est rare en Angle- 
terre et en France, mais il semble trés répandu en Europe Centrale. 
Nous remercions le professeur H. Jettmar, de Graz, et le D* R. Roschka, 
de Vienne, pour leurs envois de souches. 

(4) Nous remercions vivement le D™ Felix et Miss Callow d’avoir bien 
voulu déterminer le type de ces cultures et de nous en avoir aima- 
blement communiqué le résultat avant méme la parution du mémoire 
dans lequel ils donnent les caractéristiques du nouveau type. 
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de la France (5). Les schémas lysotypiques obtenus avec ces 
cultures ne trouvaient, a l’époque, aucune correspondance avec 
les schémas publiés. Ils se situaient A mi-distance entre le schéma 
du type 3a et celui du type 3. a1 (tableau II). 


Tanveau II. 


Dilutions critiques des | piavtions critiques des phages Bi | B Vi Phage - 


sesumnat #1 [= [% [st [= Posts Frocion fens 
é <LC | CLC <LC Lc 
Felix et Callow, 
1951 (4 
Type provisoire 
a(moins 3b) 
(LC | <LC {LC <1LC * Le 
ele: an = fe fe 
N.B.- L’action des nouveaux phages Jersey, B.A.O.R. et Dundee n’a 


Méme légende que pour le tableau I 
pas été représentée sur ces schémas. 


(d’aprés Felix 
et Callow, 1951) 


Nous avions donné a ces cultures l’éliquette provisoire : 
« type 3a (moins 3b) » (Nicolle, Hamon et Edlinger, 1951 [8] ; 
Hamon et Nicolle, 1951 {9]). Ce type provisoire a pu, lors de la 
parution du récent travail de Felix et Callow, 1951 [4], étre 
identifié 4 la variété 2 du type 3a1 (6). On voit que, la encore, 
Je schéma anormal observé avec ces cultures nous avait conduits 
4 séparer du type normal une de ses variétés. 

En réalité, la distinction qui a été établie entre types et variétés 


(5) Ces derniéres cultures nous ont été adressées par le D* Lutz, 
directeur du Laboratoire départemental du Bas-Rhin, que nous remer- 
cions trés sincérement. 

(6) Cette variété 2 du type 3a1 semble fréquente en Europe Centrale. 


En France, nous ne l’avons rencontrée que dans les départements 
d’ Alsace. 
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d’un méme type est peut-étre un peu trop absolue. L’obtention 
d’un schéma légérement différent, dans ses réactions hétéro- 
logues, ae celui du type normal, aboutira a la création d’une 
- variété tant qu’on ne sera pas en possession d’un phage spéci- 
fique. Dés que celui-ci sera trouvé, s'il existe, la variété s’élévera 
ipso facto au rang d’un type nouveau. Nous avons établi (Nicolle, 
Hamon et Edlinger, 1951 [8]; Hamon et Nicolle, 1951 [9]) que 
Pappartenance a des types différents de divers échantillons de 
S. paralyphi B était conditionnée principalement par |’état de 
lysogénéité de ces échantillons. Cet état de lysogénéité est défini 
par le nombre des phages présents (1, 2, 3 et peut<tre davantage) 
et la qualité de ces phages, & peu prés tous les bacilles para- 
typhiques B étant lysogénes. Or, lorsque des cultures d’un méme 
type présentent une hétérogénéité dans leur état lysogéne, il 
s’ensuit presque obligatoirement que le ou les phages de lyso- 
généité présents dans certaines cultures et absents dans les 
autres, sont actifs sur ces derniéres et dénués de pouvoir sur 
les premiéres. Ces phages, spécifiques du groupe de cultures qui 
en sont dépourvues, permettront de scinder le type primitif en 
deux ou plusieurs sous-types. C’est ce que l’un de nous, avec 
Hamon, a établi pour le type 3a1 (Hamon et Nicolle, 1951 [9]) 
et pour le type Beccles (Nicolle et Hamon, 1952 [40)). 


3° VARIATIONS DANS LA TENEUR DE L ANTIGENE SPECIFIQUE POUR 
UN PHAGE DE LA LysoTypiz. — On connait |’étroite relation quit 
existe notamment chez les Salmonella, entre la présence d’un anti- 
gene déterminé, chez certaines cultures, et la sensibilité de ces 
cultures & un phage donné. 

A condition que |’état lysogéne des cultures ne s’y oppose pas, 
lorsque l’antigéne est présent, le phage agit. Si l’antigéne est 
absent, le phage demeure inactif. 

I] existe une catégorie de S. paralyphi B pour laquelle manque 
Vagglutination par le sérum anti-V (cing), c’est la variété odense 
(Kauffmann, 1934 [44]). Les cultures de cette catégorie devraient, 
si l’on admet avec Kauffmann, 1951 [42], que l’antigéene V (cing) 
est identique a l’antigéne B Vi de Felix, étre insensibles aux 
phages B Vi utilisés pour la lysotypie de S. paratyphi B. Les 
résultats ne répondent pas entiérement A cette atiente (tableau III). 

Ces schémas divers, dont certains sont presque typigues et 
d’autres anormaux, peuvent s’expliquer (d’aprés Felix, commu- 
nication personnelle) si l’on admet que les phages, réactifs extré- 
mement sensibles, se contentent, pour agir, d’une quantité d’anti- 
géne V (cing) inférieure a celle qui est nécessaire pour les 
réactions sérologiques. Certaines cultures contiendraient encore, 
maleré l’agglutination négative, une quantité d’antigéne spécifique 
suffisante pour l’obtention d’un schéma normal. D’autres, moins 
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Tasieau III. 


Schémas lysotypiques de plusieurs cultures de S- para 
typhi B, variété odense (non agglutinables par le sérum anti ¥) 


© 
ae: ode 


souche 
Kauffmann (°) 


Méme légende que pour le tableau 1 


(°) Cette souche nous a été envoyée par le Dr F. KAUFFMANN auquel 
nous exprimons nos remerciements. 


riches encore, ne pourraient donner qu'un schéma_partiel. 
D’autres enfin, trés pauvres ou totalement dépourvues, ne réa- 
giront plus. 


4° Mi:LANGE DE TYPES DANS UNE MEME CULTURE. — II arrive que 
certaines cultures contiennent plusieurs types. La souche Dak. 3 
de S. typhi (Jude, Nicolle et Ducrest, 1951 [43]) était un mélange 
des types D, et D,. Le schéma obtenu a la lysotypie était bien 
celui d’un type D, mais il était impossible de préciser le sous- 
type. 

Un isolement de colonies a permis de constater que cette souche 
éiait composée en proportions a peu prés égales d’éléments D,, 
xylose positifs, et d’éléments D,, xylose négatifs. 

De tels mélanges de types ne doivent pas étre exceptionnels. 
Ils peuvent évidemment provenir d’une infection mixte. Mais la 
facilité avec laquelle les types se transforment les uns dans les 
autres lorsqu’ils sont en contact, du fait de la lysogénéité fréquente 
chez S. typhi (Felix et Anderson, 1951 [44], re Nicolle et 
Ducrest, 1951 [43]}) et surtout chez S. paratyphi B (Hamon et 
Nicolle, 1951 [9]), constitue un obstacle sérieux A la persistance 
de plusieurs types dans une culture mixte. Le plus souvent, les 
mélanges de types proviennent, comme dans le cas de la cul- 


ture Dak. 3, d’une contamination accidentelle et récente in vitro, 
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5° MELANGE D’ESPECES DIFFERENTES. — La présence dans une 
méme culture d’éléments appartenant a deux ou plusieurs espéces 
différentes peut également altérer le schéma lysotypique. Nous 
avons eu l’occasion d’observer un exemple d’un tel mélange avec 
la souche S. paratyphi B, P. 8, provenant d’un laboratoire d’ outre- 
mer (Nicolle, Jude et Le Minor, 1950 [45]). Le schéma lyso- 
typique anormal obtenu avec cette culture (lyse trés fortement 
voilée sous l’influence des phages Taunton et anti-« O ») nous 
avait incités 4 pratiquer un isolement de colonies. A l’examen 
en transillumination oblique, nous avons observé une hétéro- 
généité trés marquée dans Virisation présentée par les diverses 
colonies : certaines colonies montraient une teinte prédominante 
jaune orangé, tandis que d’autres apparaissaient vertes. Les 
colonies vertes présentaient les caractéres biochimiques et séro- 
logiques de S. paratyphi B, et les colonies jaune orangé, ceux 
de S. newport. La culture P.8 était donc un mélange de deux 
Salmonella appartenant une au groupe B, l’autre au groupe C,. 
La lysotypie, par l’obtention d’un schéma anormal et les diffé- 
rences d’irisation en transillumination oblique, nous avaient 
conduits & soupconner |’existence de ce mélange. 


6° ERREURS DANS L’IDENTIFICATION DES CULTURES. — I] est arrivé 
assez souvent que des cultures envoyées au Centre de Lysotypic 
de l'Institut Pasteur sous la désignation de S. typhi ou de S. para- 
typhi B aient été incorrectement identifiées par les laboratoires 
qui avaieat pratiqué leur isolement. 

Dans 'e cas de cultures improprement éliquetées S. typhi, une 
seule éventualité se produit : les cultures ne contenant pas d’anti- 
gene Vi, aucune des préparations bactériophagiques dérivées du 
phage Vi II de Craigie n’agit, non plus que le mélange de 
controle des phages Vil et IV. Dans ce cas, la recherche de 
Vagglutination par les sérums anti-IX et d permet de constater 
l’erreur. 

Parmi les cultures étiquetées a tort S. paralyphi B, on observe 
une diversité beaucoup plus grande dans les schémas_ lysoty- 
piques, depuis l’absence totale de réaction, méme au phage anti- 
«QO», lorsque le germe n’appartient pas au genre Salmonella 
(Aerobacter, Proteus, E. coli, etc.) ou lorsqu’il s’agit d’une Salmo- 
nella particuliére, comme S. montreal (Laidley, Bailey et Bynoe, 
1951 {461), jusqu’aux schémas offrant une certaine ressemblance 
avec ceux de l’un ou l’autre des types de S. paratyphi B (S. para- 
typhi A, S. enteritidis, S. typhi murium). Une lecture attentive 
des résultats permet le plus souvent de déceler lerreur 
(tabieau IV). 

Nous utilisons couramment dans notre technique de lysotypie, 
en plus des phages B Vi de Felix et Callow, un certain nombre 
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TaBLeau IY. 


Cultures étiquetées par erreur S. paratyphi B 
et donnant des schémas lysotypiques anormaux- 


Dilutions critiques 
des phages Diagnostic 


rectifié 


Aerobacter 
Rn 


de phages préparés par nous, parmi lesquels le phage « Bordet » 
sest révélé le plus utile. Ce phage est en effet actif sur la plu- 
part des types de S. paratyphi B (lyse confluente ou lyse partielle), 
sauf sur certaines cultures du type 1. Au contraire, il n’agit pas, 
en général, sur S. typhi murium. Seules, 8 cultures sur 200 de cette 
espéce ont présenté une réaction avec le phage en question. 

La confusion entre S. typhi murium et S. paratyphi B est assez 
fréquente par le fait que le diagnostic sérologique est fait presque 
toujours au moyen du sérum anti-B polyvalent (O + H) et que 
de nombreux laboratoires ne pratiquent pas les épreuves com- 
plétes de fermentation sur les glucides. Il s’ensuit que lorsqu’une 
culture qui nous a donné le schéma du groupe « Z » (lyse 
confluente avec le seul phage .anti-cO») ne présente pas la 
réaction habituelle avec le phage Bordet, nous étudions systéma- 
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uquement sa constitution antigénique. Presque toujours, il s’agit 
de S. typhi murium. 

Nous ajoutons également aux phages de Felix et Callow un 
mélange de phages Vi typhiques. Nous avons pu ainsi, dans 
quelques cas, « récupérer » quelques S. typhi égarées parmi les 
S. paratyphi B. 

La lysotypie, ainsi modifiée et pratiquée indistinctement sur 
toutes les cultures qui nous sont envoyées, constitue donc auto- 
matiquement un contréle trés efficace de l’identité de ces cultures. 


R&SUME ET CONCLUSIONS. 


Chaque type bactériophagique de S. typhi et de S. paratyphi B 
donne a la lysotypie (phage typing) un schéma, ou parfois deux 
ou trois variétés de schémas, remarquablement constants. 

Un schema anormal, toute faute de technique écartée, doit inciter 
a chercher s'il ne s’agit pas : 

1° D’une erreur dans |’identification des cultures. L’erreur le 
plus souvent rencontrée est celle d’une S. typhi murium étiquetée 
S. paratyphi B. 

2° D’un mélange de cultures appartenant a plusieurs espéces 
ou a plusieurs types. 

3° D’une déficience dans la teneur en antigéne spécifique pour 
les phages de la lysotypie. 

4° Plus rarement, de l’existence d’une variété nouvelle dun 
type déja connu. 

5° De J’existence d’un type nouveau. 

Des exemples sont fournis pour chacune de ces éventualités. 
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LES BACTERIES SEMI-RESISTANTES 
AU BACTERIOPHAGE 


1. — TECHNIQUES : SOUCHES ET PHAGE UTILISES. 
LYSE SUR MILIEU GELOSE. 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE (°). 


(Institut Pasteur.) 


Les hactéries d’une souche « sensible » a un bactériophage ont 
lx propriété d’adsorber ce phage et d’en faire la synthése. 

Les bactéries « résistantes » appartenant a la méme espéce ne 
peuvent pas faire cette synthése. En général, la _ propriété 
adsorber le phage leur manque également, mais il y a des 
exceptions a cette régle. 

Nous avons constaté qu’il existe un troisiéme mode de réaction 
au phage, caractérisant un troisiéme type de bactéries, que nous 
appellerons « semi-résistantes ». 

Leur comportement trés particulier envers le phage est, comme 
nous le verrons, intermédiaire entre ceux des deux types classiques. 

Le phage S,, et diverses souches semi-résistantes issues d’une 
souche sensible primitive (souche O) de Shigella paradysenterix 
Y6R ont été utilisés pour cette étude. 

Mais d’autres phages et d’autres souches bactériennes forment 
des systemes analogues, de sorte que les faits que nous décrivons 
peuvent étre généralisés. 

Ce travail comprend quatre parties qui concernent respecti- 
. vement : 

1° Les techniques, les caractéres des souches et du phage 
utilisés, la lyse sur milieu gélosé des souches semi-résistantes. 

2° L’adsorption du phage sur les bactéries semi-résistantes. 

3° La production du phage par ces bactéries. 

4° J’influence de la concentration de certains ions sur |’inter- 
action du phage et de ces bactéries. 

Chacune fera l’objet d’un Mémoire différent. La présente publi- 
cation est consacrée a Ja premiére. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1951. 
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I. —- TECHNIQUES 


Etant donné que bien des facteurs (pH, température, oxyge- 
nation, etc.) influent sur la bactériophagie, nous nous sommes 
efforcés de standardiser les techniques pour opérer dans des 
conditions constantes. 


Mi.ieux DE cuLture. — Les expériences fondamentales qui ont 
servi a établir les caractéres des souches semi-résistantes ont été 
faites en eau peptonée et sur le méme milieu gélosé. Des milieux 
synthétiques divers ont servi 4 l’étude de ]’influence des compo- 
sants du milieu sur la bactériophagie de ces souches. Leur compo- 
sition sera donnée dans le mémoire correspondant. 

1° L’eau peptonée (E. P.) utilisée contient par litre 30 g de 
peptone pepsique et 6 g de NaCl. Le méme stock de peptone (de 
la marque Uclaf) a été utilisé dans toutes les expériences. Le pH 
était ajusté a 7,8 avec de la soude. Le milieu était précipité a l’auto- 
clave a 120°, stérilisé 4 115°, puis additionné d’un certain volume 
d’une solution de CaCl,, contenant 0,14 g de Ca par litre. La 
quantité de CaCl, ajoutée différe suivant les cas. Nous y revien- 
drons plus loin. 

2° L’eau peptonée gélosée a 1,5 p. 100 (E. P. g.) était utilisée 
pour les expériences et les titrages. Elle était préparée de la méme 
facon et coulée en boites de Petri de 10 cm de diamétre, A raison 
de 40 cm? environ par boite. 

L’eau peptonée gélosée a 2,5 p. 100 coulée en tubes inclinés 
servait a |’entretien des souches. 

3° Le bouillon est préparé par auto-digestion pepsique de 
lestomac de porc, suivant la technique de L. Martin. 


CONDITIONS GENERALES DES EXPERIENCES. — ‘Les souches sont 
entretenues sur E. P. gélosée a 2,5 p. 100. Les cultures sont 
stockées a la glaciére pendant un mois ; au bout de ce temps, un 
nouveau stock est constitué par des subcultures de ces souches 
stockées. A partir des cultures stockées, on ensemence, la veille 
de chaque expérience, des tubes de gélose inclinée et on les laisse 
pendant dix-huit heures a l’étuve. Cette culture de dix-huit heures 
est utilisée pour l’expérience. Les souches conservent ainsi leurs 
caractéres propres. 

Pour les expériences en milieu liquide, le milieu choisi est 
introduit dans de petits ballons a long col (du type du ballon de 
Kjeldahl) et ensemencé avec des bactéries, dont le nombre est 
déterminé approximativement par opacimétrie. Les ballons sont 
placés, en général, dans un appareil a agitation, au bain-marie 
a 37° pendant une heure ; au bout de ce temps on étale une dilution 
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convenable de Ia culture sur une plaque de gélose pour faire une 
numération de bactéries par dénombrement des colonies ; puis on 
introduit les phages. Des expériences préalables ont montré que, 
dans ces conditions, le moment ow les phages sont introduits 
correspond au début de la phase de multiplication logarithmique 
des bactéries. Le nombre des phages introduits est déterminé par 
titrage. 

Les numérations de bactéries sont, comme nous venons de le 
dire, faites d’abord par opacimétrie, ensuite par numeération, aprés 
quarante-huit heures d’étuve des colonies sur E.P. gélosée 
# 1,5 p. 100. 

Les titrages de phages sont faits par la méthode de numération 
des plages, sur eau peptonée gélosée 4 1,5 p. 100, et apres 
diluttrons convenables de la préparation qui contient les phages. 

Pour les titrages courants, ]a dilution de phages et la suspension 
de bactéries sont étalées avec un étaleur de verre. Pour les 
recherches quantitatives précises, on utilise la méthode de Gratia. 
Les dilutions de phages sont faites en liquide de Ringer et non en 
eau distillée ou en eau physiologique, qui mactivent partiellement 
les phages. Les volumes sont mesurés par numération de gouttes 
avec des pipettes calibrées donnant XXX gouttes au centimétre 
cube, pour les solutions salines. 

Tous tes titrages sont faits sur la souche O, souche sensible, 
quelle que soit la souche qui a servi 4 Pexpérience. En effet, nous. 
verrons plus loin que les titrages sur les souches semi-résislantes 
sont extrémement aléatoires. 

Les titrages ont toujours été faits, pour le moms en double, 
souvent en quadruple. La moyenne de quatre titrages donne une 
bonne approximation (l’erreur ne dépasse pas + 15 p. 100). 

Pour Vétude quantitative de Vadsorption et de la production 
des phages par les bactéries, nous avons utilisé des techniques 
qui seront exposées en méme temps que les expériences corres- 
pondantes. 


If. — CARACTERES DES DIFFERENTES SOQUCHES BACTERIENNES 
ET DU PHAGE Sj. 


Les souches bactériennes. — La souche imitiale (souche O) 
est sensible au phage S,,. Les souches semi-résistantes en dérivent 
par mutation. 

Souche sensible (souehe O). — C’est une souche R, comme le 
montre l’aspect des colonies et Vabsence d’antigéne glucido-lpi- 
dique. Elle donne des cultures abondantes en E. P., en bouillon, 
en milieux synthétiques appropriés. 

Ele fait fermenter le glucose en aerdifiant fortement le milieu. 

Ces caractéres se retrouvent dans les souches semi-résistantes 
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qui ne different de la souche O que par V'interaction de leurs 
bactéries avec le phage S,,. Elles dérivent de différents mutants de 
la souche O. 

Souche J. — Si on étale une suspension dense de bactéries de 
la souche O sur E. P. gélosée avec une préparation de phages 
concenirée, toutes les bactéries sensibles sont lysées ; puis des 
colonies secondaires bien rondes, mais de deux tailles différentes, 
se développent. 

A partir des petites colonies, on obtient des subcultures abon- 
dantes, aussi bien en milieu liquide que sur gélose. Les colonies 
sur gélose sont bien rondes. Aprés quelques subcultures succes- 
sives (trois ou quatre) faites chacune a partir d’une colonie isolée, 
on obtient une souche débarrassée de phages et totalement résis- 
tante. Nous ne nous sommes pas intéressés 4 ce type de souche 
dans. le présent travail. 

A partir des grandes colonies, on fait également des subcultures. 
Mais clles poussent mal en milieu liquide; sur gélose, on n'a 
souvent que de rares colonies, alors qu'un ensemencement de 
méme densité fait 4 partir des petites colonies donne une couche 
bactérienne continue. Ces colonies sont les unes bien rondes, les 
autres échancrées ou comme rongées en partie (Flatten Formen 
de Gildemeister). 

I] est trés laborieux, souvent méme impossible, de débarrasser 
une telle souche des phages, par des subcultures en série, méme 
nombreuses, faites a partir d’une seule colonie ; 4 plus forte raison, 
s! les subcultures sont faites par ensemencement massif. On y 
parvient cependant en 5 ou 6 subcultures, faites chaque fois a 
partir d’une colonie séparée, en présence de sérum antiphage 
spécifique. On obtient ainsi une souche semi-résistante, la souche I. 

Souche IJ. — Aprés la lyse sur gélose, dans les mémes 
conditions que pour la souche O, d’une suspension de bactéries 
de la souche I, on voit apparaitre de petites colonies, toutes de 
méme taille et beaucoup plus nombreuses que dans le cas pré- 
cédent. A partir de l’une de celles-ci et aprés un certain nombre 
de subcultures faites chaque fois 4 partir de colonies séparées en 
présence de sérum spécifique, on isole la souche II. 

Souche III. — Au cours d’un trés grand nombre de subcultures 
faites par ensemencements massifs en milieu solide, la souche O 
s'est transformée progressivement, en devenant la souche III qui 
contient 4 la fois des bactéries sensibles et des bactéries semi- 
resistantes, et n’a pas été ulilisée dans nos expériences. 

Souche IV et suivantes. — Un ensemencement a partir de la 
souche [I sur plaque de gélose a été fait de facon a obtenir des 
colonies séparées. Des subcultures ont été faites a partir de 


quatre de ces colonies, donnant respectivement les souches i 
V, VI et VII. 
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I] faut remarquer que les souches I et II proviennent de 
bactéries survivant a la lyse des bactéries sensibles par le phage ; 
alors que les autres souches ont pour origine des bactéries qui 
nont jamais été, autant que nous le sachions, en contact avec 
le phage. 

Le phage S,;. — La souche de phage utilisée dans toutes les 
expériences est celle qui a été isolée par Burnet. Elle était, depuis 
de longues années, entretenue dans le laboratoire sur une souche 
de Shigella paradysenterix Y6R (souche O). Comme nous allons 
le voir, ayant 4 notre disposition d’autres souches de S,,, isolées 
au laboratoire a partir d’eau d’égout, nous avons vérifié qu’elles 
se comportaient de la méme facon. 

Nous avions constaté, dés le début de notre travail, que le 
phage S,, : 1° agissait de facon différente sur les souches que 
nous venons de décrire, en particulier qu’il produisait des plages 
de taille, de nombre et d’aspect différents sur chacune d’elles ; 
2° que sur une méme souche, il produisait simultanément des 
plages de types différents. 

On devait done se demander si le phage était de « race pure » 
et sil ne produisait pas de mutants responsables de ces diffé- 
rences. 

Les expériences suivantes ont répondu a ces questions : 

1° Des prélévements ont été faits avec un fil de platine sur des 
plages des différents types que donne $,, sur la souche O (grandes 
plages, petites plages et plages secondaires). Chaque prélévement 
a été mis en suspension dans un certain volume de bouillon, qui 
a été filtré ensuite sur bougie Chamberland L838. Tous donnaient 
sur la souche O, en méme proportion, des plages des trois types. 

2° On a opéré de méme avec les plages produites par le phage 
S,; sur les souches semi-résistantes. Les phages prélevés sur ces 
plages produisent d’emblée sur la souche O des plages appar- 
tenant aux trois types habituels et en méme proportion. Enfin le 
phage S,,, aprés une série de sept passages en E.P. sur la 
souche I (sur laquelle il donne des petites plages), produit a 
nouveau et d’emblée sur la souche O les plages habituelles. 

Plus généralement, le comportement du phage sur chaque 
souche (sensible ou semi-résistante) est caractéristique de cette 
souche (par l’aspect des plages, etc.), et n’est aucunement modifié 
par l’histoire antérieure du phage, quelles que soient lés souches 
sur lesquelles il a été passé auparavant et quel que soit le nombre 
de passages effectués sur chacune. 

3° Le phage S,, se multiplie en bouillon sur la souche O et 
non sur la souche I, Aprés de nombreux passages en bouillon sur 
la souche O, il produit encore le méme nombre de plages sur la 
souche I. Si ces phages actifs sur la souche I étaient d’une race 
différente de celle des phages actifs sur la souche O, ou s’ils étaient 
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des mutants de ceux-ci, les passages en bouillon sur la souche O 
les auraient ¢liminés totalement dans le premier cas, partiel- 
lement dans le second. _ 

4° Lultrafiltration (1) montre que les phages de deux prépa- 
rations passées chacune sur une souche différente gardent les 
mémes dimensions. Deux préparations de phages S,;, une faite 
avec la souche de phages du laboratoire, entretenue depuis des 
années sur la souche O (lysat O), l'autre avec cette méme souche 
apres sept passages sur la souche I (lysat I) sont filtrées sur bougie 
Chamberland 1.3, puis sur une membrane de porosité 800 mp 
(n° 727). Ces filtrations ne retiennent aucun phage. Chaque pré- 
paration est ensuite divisée en deux parties ; lune est filtrée sur 
une membrane de 42 mu, l’autre sur une membrane de 28,8 mu. 

La membrane de 42 my retient 33 p. 100 des phages du lysat I 
et 58 p. 100 des phages du lysat O, différence non significative ; 
celle de 28,8 my retient tous les phages des deux lysats. 

5° Un sérum de lapin préparé avec le lysat O inactive jusqu’a 
la méme dilution le méme nombre de phages des deux lysats I et O. 

On peut conclure des expériences précédentes que les parti- 
cularités observées dans laction du phage S,, sur les différentes 
souches proviennent des caractéres propres a chacune d’elles et 
que les populations de phages sont bien homogénes. 


III. — Lyse sur mitieu ctLosé (E. P. g.) pes soucHes 
SEMI-RESISTANTES. 


Suivant le nombre de phages étalés avec des bactéries a la 
surface de la gélose, on obtient avec les souches semi-résistantes 
comme avec la souche sensible, soit une couche bactérienne 
continue semée de plages, soit une lyse diffuse avec culture secon- 
daire. Dans les deux cas les aspects varient avec les souches. 

Les plages. — Une méme préparation du phage S,, A la méme 
dilution produit sur la souche O (souche sensible) et sur les 
diverses souches semi-résistanies des plages dont l’aspect et le 
nombre sont différents. 

Sur la souche O, les plages sont pour la plupart de grande 
taille (5 mm de diamétre environ), a contour réguliérement circu- 
laire). Elles sont déja visibles au bout de quatre ou cing heures 
d’étuve. A ce moment, elles n’ont que 3 a 4 mm de diamétre et 
leur fond est encore vierge de toute culture (fig. 1). Dans les 
heures qui suivent, elles s’étendent excentriquement, atteignant 
leur taille définitive en huit a neuf heures, tandis que des colonies 


(1) Nous remercions vivement M. Grabar qui a bien voulu faire ces 
ultrafiltralions. 
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secondaires, disposées en croissant ou en anneau, apparaissent 
sur leur partie périphérique. 

Si on laisse encore plus longtemps les cultures a l’étuve, ces 
colonies périphériques confluent, peuvent méme se confondre ; 
mais la partie centrale de la plage reste au contraire dénudée 
(cette partie peut étre semée de quelques colonies trés petites), 
cest l’apparence d’une plage secondaire centrale [fig. 2 et 3] (2). 

Parfois l’'anneau microbien de la partie périphérique de la 
plage est percé d’une ou de plusieurs petites plages secondaires 
périphériques (fig. 38). ; 

Enfin le phage S,, produit toujours sur la souche O, quelques 


Fic. 1. — Plages du phage S,3 sur la souche O. Premier stade. 


plages isolées de taille nettement plus petite que les grandes plages 
habituelles. Celles-ci sont parfois disposées en rayons a partir 
de la grande plage, sur les diverses souches semi-résistantes. 
Nous allons décrire briévement, avant d’en faire une description 
d’ensemble, les plages produites sur chaque souche. 
Sur la souche I. — ‘Les plages sont toutes a peu prés de méme 
taille, taille « moyenne » (8 mm de diamétre). Leurs bords sont 


(2) Dans une publication antérieure, nous avions émis l’hypothése 
que cette lyse centrale plus accusée était due a l’intervention d’un 
phage mutant, actif sur les mutants bactériens résistants. Cette hypo- 
these, comme nous |’avons vu, n’a pas été confirmée ; cette apparence 
n’est pas due A une mutation du phage, mais 4 une mutation dans la 
souche bactérienne (apparition de bactéries semi-résistantes). 
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Fie, 2. — Plages du phage S,, sur la suuche O. Deuxiéme stade. 


Fic 3. — Plages du phage Sig sur la souche O, 
avec plages secondaires périphériques. 
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régulers, leur fond est semé de rares colonies secondaires bien 
séparées (plages « bien percées »). Quelques-unes sont entourées 
d'une auréole de lyse atténuée (fig. 4). 

_ Sur la souche II, — Les plages sont de tailles beaucoup plus 
inégales, mais dans l’ensemble elles sont « petites » ou « tres 
petites » (diamétre moyen de 2 mm). Les bords sont souvent 
irréguliers. Elles sont « mal percées », presque comblées par la 
culture secondaire, souvent A peine visibles, ou visibles transi- 
toirement. Leur nombre est particuliérement variable pour une 


Fic, 4. — Plages du phage S,,; sur la souche I. 


méme dilution de phage et bien loin d’étre proportionnel a la 
dilution (fig. 5). 

Sur la souche III. — Les plages sont de taille moyenne (8 mm 
de diamétre), entourées d’une auréole de 5 mm de diamétre. Elles 
sont done semblables a certaines plages de la souche I (fig. 4). 

Sur la souche IV. — Les plages sont assez semblables a celles 
de la souche I; mais elles sont plus petites, leur nombre est plus 
variable: elles sont en moyenne beaucoup moins nombreuses 
(fig. 6). 

Sur les souches V, VI et VII. — Ces souches semi-résistantes 
se caractérisent par des plages analogues a celles de la souche IV, 
mais plus ou moins nombreuses et bien percées suivant la souche. 

Dans l'ensemble, le comportement du phage sur milieu gélosé 
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Fic. 5. —- Plages du phage S,, sur la souche II. 


Fic. 6. —_Plages du phage S,, sur la souche IV. 
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avec les souches semi-résistantes est caractérisé par les particu- 
larités suivantes : 

Le nombre des plages est toujours plus petit, toutes choses 
égales d’ailleurs, sur la souche résistante que sur la souche sen- 
sible. Il est variable, c’est-a-dire que si l’on fait sur la méme 
souche semi-résistante plusieurs étalements d’une méme dilution 
de phage, on obtient (surtout pour les souches II et IV) chaque 
fois un nombre de plages trés sensiblement différent. De plus, le 
nombre des plages n’est pas proportionnel a la dilution de la 
préparation de phages. I] est donc impossible de faire un titrage 
correct du phage sur une souche semi-résistante. Au contraire, 
avec la souche sensible, le nombre de plages est constant pour 
une méme dilution et proportionnel a la dilution. C’est pourquoi, 
comme nous l’avons dit plus haut, tous nos titrages ont été faits 
sur la souche sensible. 

Ces écarts entre les numérations des plages pour une méme 
dilution de phage ne sont toutefois pas tellement grands qu’il ne 
soit possible, en faisant plusieurs numérations, de déterminer le 
nombre moyen des plages produites pour cette dilution sur chaque 
souche semi-résistante. Or, ce nombre est toujours plus petit que 
celui des plages données par la méme dilution sur la souche sen- 
sible. Il différe d’ailleurs beaucoup suivant la souche semi-résis- 
tante considérée. 

Si Pon calcule, pour la méme dilution de phages, le rapport 
entre Je nombre de plages produites sur chaque souche semi- 
résistante d’une part et sur la souche O d’autre part, on obtient 
des valeurs de 75/100 4 50/100 pour la souche I, de 10/100 a 1/100 
pour la souche II, de 1/100 environ pour la souche IV, et infé- 
rieure 4 1/100 pour les souches III, V et VI. 

La taille des plages est en général plus petite sur les souches 
semi-résistantes que sur la souche O. 

L’inégalité des tailles s’observe cependant aussi bien pour 
la souche O que pour les souches semi-résistantes. Nous revien- 
drons sur ce point a propos de la discussion. 

Sur certaines souches semi-résistantes, le phage produit des 
plages de contours réguliers, c’est-a-dire qu’elles sont parfai- 
tement circulaires, comme celles de la souche sensible. On observe, 
sur d’autres souches, des plages 4 contours irréguliers (fig. 5) ; 
ces plages irrégulicres n’ont pas été observées sur des souches 
sensibles. 

Certaines souches semi-résistantes donnent des plages entourées 
d’une auréole de lyse incomplete (fig. 4). Nous discuterons plus 
loin les relations de ce phénoméne avec le caractére semi- 
résistant. 

Le fond des plages de certaines souches semi-résistantes est 
recouvert par une abondante culture secondaire (souche II) a tel 
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point que les plages ont un aspect flou « mal percé » et peuvent 
méme n’étre visibles que transitoirement, quand la couche micro- 
bienne est encore peu épaisse. I] faut alors, pour les voir, exa- 
miner la culture A jour frisant, aprés quatre heures de séjour a 
l’étuve environ. Pour cette raison, le titrage des phages par numé- 
ration des plages est encore plus aléatoire sur de telles souches 
que sur les autres souches semi-résistanles. Sans étre caractéris- 
lique, cet aspect flou est assez significatif. 

Mais d’autres souches semi-résistantes donnent, au contraire, 
des plages « bien percées ». Certaines donnent en méme temps 
des plages floues et des plages bien percées (fig. 5). 

Il est intéressant de noter que si l’on fait agir le phage S,, 
sur des populations mixles, mélanges des bactéries des souches O 
(sensibles) ct IV (semi-résistantes), on obtient des plages dont le 
nombre et l’aspect différent suivant les proportions du mélange 
et que les réactions de ces populations mixtes rappellent celles des 
diverses souches semi-résistantes. 

L’expérience consiste 4 mélanger en proportions diverses une 
suspension de bactéries de la souche O et une de la souche IV, 
et d’étaler sur une boite dE. P. gélosée le méme volume de chaque 
mélange avec le méme volume d'une méme dilution de phages. Le 
tableau I indique pour chaque mélange le nombre et la forme des 
plages obtenues. Nous reviendrons sur cette expérience au moment 
de la discussion. 


TasLeau I. — Mélange des souches O et IV. 
(Double suspension de densité a peu prés égale.) 


VOLUMES RESPECTIFS 
des deux suspensions PLAGES 
(p- 100) 


Taille 


Souche O Souche IV 
DUO en mm 


100 
90 
80 
70 
50 
30 
20 
10 

0 


Plage secondaire centrale. 
Aspect auréolé. 
Bien percées. 

Bien percées. 

Bien percées. 

Bien percées. 

Bien percées. 

Bien percées. 

Bien percées. 


WON ES om OTR 


oe 


LysE DIFFUSE SUR GELOsE. — Dans le cas de la souche O, elle 
est sulvie d’apparition de colonies secondaires assez nombreuses, 
mais non confluentes et, comme nous l’avons vu, de deux tailles 
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différentes, correspondant respectivement aux mutants semi-résis- 
tants et résistants. 
_ Avec les souches semi-résistantes, la cullure secondaire est 
parfois tres dense (souche II) ; colonies confluentes ou couche bac- 
terlenne presque continue, interrompue par des plages secondaires. 
Dans ce dernier cas, si l’on n’a pas vu la phase de lyse totale 
initiale, on croit que le phage n’a donné que ces quelques plages. 
Celles-ci sont dues a l’action du phage S,, sur la culture secon- 
daire, qui est elle-méme un mélange de bactéries résistantes et 
semi-résistantes (ces derniéres différentes de celles de la souche II). 
Ces aspects sont fréquents, mais non caractéristiques, ni 
constants ; certaines souches semi-résistantes sont lysées par le 
phage sur gélose aussi complétement que la souche sensible, avec 
des colonies secondaires hien séparées et peu nombreuses 


(souches I et IV). 


DISCUSSION. 


Nous verrons dans un prochain mémoire [3] que les baciéries 
des populations semi-résistantes sont les unes en état réfractaire, 
les autres en état réceptif au phage S,, et que tout porte 
a penser qu’au cours de l’évolution d’une culture dans laquelle 
des phages ont été introduits, des bactéries sensibles appa- 
raissent constamment dans la descendance des hactéries réfrac- 
taires. 

C’est 14 un phénoméne fondamental qui permet d’interpréter 
les caractéres particuliers respectifs des plages de la souche O 
et des souches semi-résistantes. 

Nombre des plages. — a) Dans Je cas de la souche O, ot 
presque toutes les bactéries sont sensibles, chaque phage pro- 
duit une plage. 

b) Dans le cas des souches semi-résistantes, seuls les phages 
qui rencontrent une bactérie en état réceptif forment une plage. 
Le nombre de plages est donc fonction de celui des bactéries 
réceptives, dans l’état initial. Comme chaque souche est carac- 
térisée par une certaine proportion de bactéries réceptives, on 
comprend qu’un méme nombre de phages produise sur chacune 
d’elles un nombre de plages différent et que ce nombre soit un 
caractére de la souche. 

‘Taille des plages. — La plage est d’autant plus petite que la 
proportion de bactéries réceptives est plus faible. 

En effet, de cette proportion dépendent la vitesse de mullti- 
plication des phages et leur vitesse de propagation a la surface 
de la gélose. 

Par ailleurs, dans les cas oti cette proportion est faible, la 
présence de phages sur l’aire ot la plage se formera est latente 
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dans un premier stade. La plage apparait tardivement, quand 
intervient la lyse secondaire des bactéries de la descendance 
des bactéries réfractaires auxquelles le phage a conféré la 
réceptivité. 

Dans la souche O, toutes les bactéries étant sensibles se 
comportent comme les bactéries semi-résistantes en état réceptif. 
Les plages sont grandes, car les phages S,, sont trés diffusibles 
a cause de leur petite taille et, ne rencontrent guére que des bac- 
téries sensibles, se multipliant rapidement de proche en proche 
aux dépens de celles-ci. 

La souche I, qui contient une forte proportion de bactéries 
réceptives, produit des plages moyennes. 

Les souches II, IV et suivantes ott les bactéries réceptives 
sont peu nombreuses, donnent des petites plages. 

Intensité de la lyse. — La souche O est sensible, mais elle 
produit des mutants semi-résistants. Dans la partie centrale de la 
plage, ceux-ci, en se multipliant en présence de phages, passent 
a létat réceptif, et la lyse est finalement trés accentuée dans cette 
région (plage secondaire centrale). Au contraire, dans la partie 
périphérique de la plage, qui se forme peu de temps avant la fin 
de la période de croissance logarithmique des bactéries, le passage 
a l’état réceptif n’a pas le temps d’entrer en jeu et les mutants 
semi-résistants forment une culture secondaire. Quant aux petites 
plages secondaires périphériques, elles paraissent correspondre 
a des zones ou, par exception, les mutants semi-résistants ont 
pu passer a l’état réceptif, bien qu’elles soient entrées tardi- 
vement en contact avec les phages. La raison de cette exception 
est d’ailleurs inconnue. 

Les plages moyennes et les petites plages des souches semi- 
resistantes sont plus ou moins bien percées suivant le nombre de 
bactéries réfractaires que ces souches contiennent. En effet, quand 
celles-ci sont trés nombreuses, la quantité de phage formée est 
insuffisante pour les faire passer a l'état réceptif. 

Le cas de la souche III et de certaines plages de la souche I 
est intermédiaire entre ceux de la souche O et des autres souches 
semi-résistantes. Ces plages, de taille moyenne, sont entourées 
d'une auréole de lyse incomplete. Cette auréole a la méme signi- 
fication que l’anneau de culture secondaire de la périphérie des 
plages de la souche O; mais ici les bactéries réfractaires, beau- 
coup plus nombreuses, forment une couche continue qui ne se 
distingue de la couche microbienne voisine (qui n’a pas été en 
contact avec les phages) que par son épaisseur un peu moindre. 

Sertic et Boulgakov [2], Gratia [4] ont observé de pareilles 
auréoles, et les ont attribuées & une « lysine ». Cette interprétation 
peut étre valable dans les cas qu’ils ont observés, mais ne lest 
pas dans le cas présent. En effet, d’une part, nous avons trouvé 
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des phages a la surface de l’auréole, et, d’autre part, nous avons 
vu plus haut qu’on produit des plages auréolées identiques en 
faisant agir le phage S,, sur un mélange de bactéries sensibles 
el de bactéries semi-résistantes en proportions convenables. 

Plages a contours irréguliers. — La présence des plages a 
contours irréguliers que le phage S,, produit sur certaines souches 
qui contiennent des bactéries réfractaires en trés grande pro- 
portion (souche II, par exemple), indique que la progression du 
phage s’arréte plus vite dans certaines directions. 

Le fait que nous avons pu reproduire ces divers types de plages 
avec des mélanges en proportions variées de bactéries sensibles 
et de bactéries semirésistantes de la souche IV confirme bien 
nos interprétations. 

CONCLUSIONS. 


1° A cété des deux types de bactéries, sensible et résistant 
au phage, il en existe un troisiéme : le type semi-résistant, dont 
nous avons isolé plusieurs souches a partir d’une souche de 
Shigella paradysenteriz Y6R, sensible au phage S,,. 

2° Un méme phage produit sur une souche semi-résistante des 
plages moins nombreuses, plus petites, souvent de tailles inégales 
et de forme moins réguliére que sur la souche sensible corres- 
pondante ; leur nombre est variable et non proportionnel a la 
dilution. Le nombre de plages produites par une préparation de 
phage sur une souche semi-résistante ne répond donc nullement 
au nombre de phages qu’elle contient. Il en résulte que les titrages 
d’un phage sur de telles souches sont aléatoires. 

Un méme phage peut donc produire des plages trés différentes 
de taille et d’aspect sur différentes souches de la méme espéce. 

3° Sur une méme souche, un méme phage peut produire aussi 
des plages de taille inégale et d’aspect différent. 

La présence de plages de taille inégale ne permet donc pas 
d’affirmer qu’il s’agit d’un mélange de phages. 

4° Les « auréoles » qui entourent certaines plages ne sont pas 
toujours dues a l’action d’une « lysine ». Il peut s’agir d’une 
zone de lyse incompléte due au phage lui-méme, agissant sur une 
souche semi-résistante contenant beaucoup de bactéries réfrac- 
taires. 

5° Les dimensions des plages dépendent de certaines propriétés 
de la souche. Elles ne sont done pas toujours en rapport inverse 
avec celles des phages, comme il est classique de le dire. 
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LES BACTERIES SEMI-RESISTANTES 
AU BACTERIOPHAGE 


il. — ETUDE QUANTITATIVE DE L’ADSORPTION DES PHAGES 
SUR LES BACTERIES SEMI-RESISTANTES 
ET DE LINFECTION DE CES BACTERIES 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE. 


(Institut Pasteur.) 


Dans un mémoire antérieur nous avons vu que le phage 5,, 
produit sur certaines souches de Shigella paradysenterix YOR, 
souches que nous avons appelées « semi-résistantes », des plages 
trés différentes de celles qu’il détermine sur une souche « sen- 
sible » de la méme bactérie. 

L’adsorption en milieu liquide des phages sur bactéries semi- 
résistantes présente également des caractéres particuliers que nous 
allons maintenant examiner. 

Les techniques et les suuches utilisées ont été décrites dans le 
précédent mémoire [4], auquel nous prions le lecteur de se 
reporter. 

I, — GENERALITEs. 


Si l'on ensemence, en E. P., des bactéries de la souche O avec 
des phages, en quantités convenables (par exemple 10* phages et 
4 x 10’ bactéries par centimétre cube) et dans les conditions 
décrites dans le précédent mémoire, on constate que l’opacité de 
la culture augmente pendant trois ou quatre heures, parallé- 
lement a celle d’une culture témoin sans phages; puis qu’elle 
s’éclaircit presque totalement en un court espace de temps el 
enfin que le milieu s’opacifie de nouveau progressivement : c’est ha 
culture secondaire. 

Dans le cas d’une culture de bactéries semi-résistantes mise 
en présence de la méme quantité du méme phage dans les 
mémes conditions, l’opacité augmente constamment et reste dans 
l'ensemble semblable a celle de la culture témoin. 

Une étude quantitative de l’adsorption et de la synthése des 
phages chez les bactéries semi-résistantes va nous faire connaitre 
les raisons de ces particularités. 

Mais auparavant, pour rendre les choses plus. claires, nous 
indiquerons, en anticipant sur une des conclusions que nous 


aurons 4 lirer de cette série de mémoires, qu’il existe entre les 
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populations sensibles et les populations semi-résistantes la diffé- 
rence fondamentale suivante : dans les premiéres, toutes les bac- 
téries (sauf quelques mutants résistants en nombre négligeable) 
réagissent 4 peu prés de la méme facon a l’infection par les phages ; 
dans les secondes, au contraire, les réactions individuelles des 
bactéries sont trés variées. ‘Les méthodes quantitatives utilisées 
doivent done permettre de confronter les réactions globales d’une 
population avec les réactions individuelles des bactéries qui la 
composent. 

C’est pourquoi nous nous sommes proposé d’évaluer compara- 
tivement chez des populations sensibles et semi-résistantes : 

1° La capacité d’adsorption pour les phages d’une population 
bactérienne que nous définirons comme le pourcentage des phages 
adsorbés par un grand excés de bactéries. 

2° La proportion des bactéries de cette méme population 
eapables d’adsorber le phage. 


II. — Capacir&é bd’ ADSORPTION 
POUR LES PHAGES D'UNE POPULATION BACTERIENNE. 


L’adsorption a été étudiée dans trois conditions différentes : 
gesTven Hs Pisa °4°) en) Ex Pes & 37% dans-des’ milieux—incom- 
patibles avec la multiplication des bactéries et des phages. 


Adsorption a 37° en E. P. — Les bactéries sont en nombre 
suffisant pour étre séparables par centrifugation (environ 108 bac- 
téries par centimétre cube) [la mesure étant faite par opacimétrie]. 
La culture est placée pendant une heure dans l’appareil a agita- 
tion au bain-marie. On introduit les phages (environ 10* par cen- 
limétre cube) et on laisse en contact dans l’appareil a agitation 
a 37° pendant dix minutes. On plonge les ballons dans l’eau 
glacée, pour empécher la libération des phages, qui commence 
a 37° au bout de vingt minutes. On centrifuge dans une chambre 
froide & 4°, on titre les phages dans les surnageants. Le nombre 
des phages adsorbés est calculé par différence. 

Notons que les expériences ont élé répétées pour certaines 
souches dans un milieu synthétique favorable 4 la multiplication 
des phages sur les bactéries qui la composent (nous verrons que 
le milieu approprié est différent pour chaque souche), avec les 
mémes résultats qu’en E. P. 

Les résultats sont donnés dans le tableau suivant : 

TABLEAU. 


PHAGES ADSORB: S 
SOUCHES p- 100 


5 Sitio has hy 
Bye) 
25 

0 


==H0! 
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Ces résultats appellent deux remarques : mae 

1° Ces chiffres sont les moyennes de nombreuses déterminations 
dont la concordance est satisfaisante, de sorte qu’ils peuvent étre 
considérés comme valables, méme pour la souche II, bien que 
pour celle-ci la différence entre les nombres de phages trouvés 
avant et aprés l’adsorption soit faible par rapport a Vordre de 
grandeur des erreurs de titrage. 

2° Pour la souche IV, l’adsorption porte sur un trop pelt 
nombre de phages pour étre décelable par cette méthode, mais 
nous verrons qu’elle a pu étre mise en évidence par une 
autre. 

3° Dans les conditions de ces expériences, on aurait pu 
s’attendre & une adsorption de 100 p. 100 des phages sur la 
souche sensible. En réalité, pour des raisons que nous ne 
connaissons pas bien, les taux d’adsorption observés jusqu’ici 
sur des populations de bactéries sensibles ont toujours été de 
lordre de 95 a 98 p. 100, quelle que soit l’espéce bactérienne. 
Mais la différence entre les taux d’adsorption sur les populations 
sensibles et résistantes n’en est pas moins nette. On voit done 
que dans une souche semi-résistante’ le nombre de _ bactéries 
capables d’adsorber le phage au début de la phase de croissance 
legarithmique est plus petit que dans une souche sensible et 
qu'il est différent pour chaque souche. 


Adsorption a + 4° en E. P. — A celte température la synthése 
du phage n’a pas lieu, alors que l’adsorption se produit encore, 
mais trés lentement. On opére au début comme dans le cas pré- 
cédent, mais aprés une heure de séjour a 37°, Ja culture bacté- 
rienne est plongée dans l’eau glacée puis additionnée des phages 
également refroidis, et le mélange est soumis dans la glaciére 
a Vagilation électromagnétique pendant dix-huit a vingt-quatre 
heures. Le titrage des phages dans le surnageant se fait comme 
dans le cas précédent. Dans ces conditions, l’adsorption sur la 
souche O n’est que de 50 p. 100 environ, et aucune adsorption 
n'est décelée sur les souches semi-résistantes. 


_Adsorption 4 37° dans les milieux incompatibles avec la mul- 
tiplication des bactéries et des phages. — Dans de tels milieux, 
on peut prolonger davantage l’étude de l’adsorption et Jon 
constate que dans le cas des souches O et I les phages restés 
libres au bout de dix minutes sont adsorbés progressivement. 
Avec la souche IV, aucune adsorption n’a été décelée jusqu ici 
par celte méthode. L’influence de la composition des milieux 


sur l’adsorption, dans ces conditions, sera Yobjet d'un travail 
ultérieur. 
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III. — Proportion DES BACTERIES RECEPTIVES A L’ INFECTION 
DANS UNE POPULATION. 


I] convient ici d’introduire la notion de bactéries réceptives. 

Nous appellerons bactéries réceptives celles qui sont capables, 
aprés adsorption du phage, d’en assurer la multiplication. 

I] nest pas évident, a priori, que toutes les bactéries d’une 
population capables d’adsorber le phage soient réceptives dans 
le sens indiqué. 

Cependant, il ressort d’expériences préliminaires que s’il existe 
dans ces populations des bactéries capables d’adsorber le phage 
sans en assurer la multiplication, elles sont en nombre négligeable. 
Nous avons donc déterminé expérimentalement les nombres de 
bactéries réceptives, en admettant quils sont pratiquement 
égaux a ceux des bactéries capables d’adsorber les phages. 

Pour faire cette détermination, il faut opérer dans des condi- 
tions inverses des précédentes, c’est-da-dire employer un excés 
de phages (au minimum dix fois plus de phages que de bac- 
téries). Néanmoins, comme dans la méthode précédente, le 
nombre de bactéries ne doit pas étre inférieur 4 10° par centimetre 
cube, pour qu'il soit facile de les séparer par centrifugation. 

Enfin, comme les phages sont en excés, il est impossible 
d’évaluer par différence le nombre de phages adsorbés. On fera 
une numération directe des bactéries infectées, aprés avoir 
inactivé par un sérum spécifique les phages restés libres. 

On opére de la facgon suivante : 

Dans un ballon contenant 10 cm® d’E. P., on introduit environ 
10* bactéries par centimétre cube (le titrage est fait approxima- 
tivement par opacimétrie). 

Le ballon est placé pendant une heure dans l'appareil 4 agita- 
tion au bain-marie 4 37°. On fait ensuite un étalement sur gélose 
en vue d’une numération des bactéries par la méthode de numé- 
ration des colonies. On ajoute les phages et on laisse encore 
dans l’appareil pendant dix minutes, puis on plonge le ballon 
dans l’eau glacée jusqu’a refroidissement 4 0°. On centrifuge 
dans la chambre froide, on décante le surnageant, on met le 
culot en suspension dans 10 cm*® du méme milieu contenant 
1/150 de sérum antiphage (ce sérum inactivait 100 p. 100 des 
bactéries * la dilution 10—*). 

On laisse pendant vingt heures a la glaciére, on centrifuge 
4 nouveau et on vérifie par un titrage dans le surnageant que les 
phages restés actifs apres Vaction du sérum antiphage sont en 
nombre négligeable. Le culot est remis en suspension dans 
10 cm* de liquide de Ringer. Cette suspension ne contient pra- 
tiquement plus de phages libres, mais des bactéries infectées, 
dont le nombre est égal a celui des plages produites sur un éta- 
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lement d’une dilution convenable de la suspension avec la 
souche sensible, et des bactéries non infectées que l’on compte 
par une numération de colonies. 

De telles expériences ont été faites sur les souches O et IV. 
En voici les résultats : 

Sur la souche O: Expérience en E. P. 


Au départ: 

Phages par centimetre cube). 3 = = =). eS Re Sao 8 
Bactéries par centimétre cube. .........- Dr < lNe 

Anla afin (ls 
Bactéries infectées par centimétre cube. ..... 4,4 407 
LENO CACM VOT IDNA og Go boo 8.6 wld Geo one 6 Xx 106 
Bacteries infectées p. 400". 5 see. DpeS OOmD ¢ . 64 

Sur la souche IV : Expérience en milicu synthétique. 

Au départ: : 
phages par centimetre cube... .......% a Bhat ae 
BacteriésS eae ees 2 a Bees Fe eich <4 AO me ONE 

A la fins 
Bactéries infectées par centimétre cube. ...... 3X 10° 
Bactéries non infectées..... Bs Seeds ACh <avoroteate ee era, (Oath OF 
Bactériessinfectéesmpa-ll0 Upamcass ome ame a a emo) 


On voit done qu’au début de la phase de multiplication loga- 
rithmique, la souche IV ne contient que 0,7 p. 100 de bactéries 
réceptives a infection par le phage, alors que la souche sen- 
sible en contient 64 p. 100. 


Proportions des bactéries réceptives et réfractaires dans les 
différentes souches. — Nous n’avons pas déterminé par la 
méthode précédente cette proportion pour les autres souches 
semi-résistantes. Mais lexpérience montre que pour chaque 
souche, 'a taille et le nombre des plages produites par une pré- 
paration de phages de méme titre, ainsi que le taux d’adsorption 
global, sont des caractéres particuliers et constants aprés de nom- 
breuses subcultures dans le méme milieu (E. P.). On peut done 
admettre que chaque souche est caractérisée par une certaine 
proportion de bactéries réceptives et réfractaires. Par exemple, 
la proportion de bactéries réceptives est plus grande daus la 
souche I que dans la souche IV. 


(1) Titrage fait dans la suspension bactérienne, aprés adsorption des 
phages, inactivation de l’excés de phages et élimination du sérum. 
Aprés Vaction du sérum il ne reste dans le surnageant qui, 
d’ailleurs, est éliminé, que 3 x 10° phages actifs par centimétre cube. 


BACTERIES SEMI-RESISTANTES AU BACTERIOPHAGE 49 


DiscuUssION ET CONCLUSIONS. 


1° Les expériences d’adsorption globale montrent que, dans 
une population semi-résistante considérée au début de la phase 
de multiplication logarithmique, la proportion de bactéries 
capables diadsorber les phages est beaucoup plus faible que dans 
une population sensible ; elles ne permettent pas d’évaluer exac- 
tement cette proportion : 

2° Les expériences ad adsorption individuelle des phages sur les 
bactéries montrent qu’A ce moment 0,7 p. 100 seulement des bac- 
téries semi-résistantes de la souche IV sont capables d’étre infectées 
par le phage. I] est évident que ces bactéries infectées ont adsorbé 
au moins un phage. II n’est pas exclu que d’autres bactéries de la 
population adsorbent des phages, mais résistent a l’infection et 
inactivent ce phage. Mais d'autres expériences permettent cepen- 
dant d’affirmer que si de telles bactéries existent, elles,sont peu 
nombreuses et que l’on peut considérer avec une approximation 
suffisante que le nombre des bactéries infectées est égal a celui 
des bactéries capables d’adsorber le phage. 

3° Dans chaque souche semi-résistante, la proportion de bac- 
téries capables d’adsorber le phage est différente, et celte pro- 
portion est caractérisique de la souche. 
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COMPARAISON DES LESIONS HISTOLOGIQUES 
PROVOQUEES CHEZ LE RAT BLANC, 
PAR L’INOCULATION DU BACILLE DE HANSEN 
ET DE DIVERS AUTRES BACILLES ACIDO-RESISTANTS 


par Sorun MARIE-SUZANNE, R. NOEL et R. SOHJER (’). 


(Laboratoire de Recherches P.F. Faculté Catholique de Lyon 


et 
Laboratoire de Biologie et Laboratoire d’ Hygiene. 
. Faculté de Médecine de Lyon.) 


La comparaison des lésions histologiques provoquées chez le 
rat blanc, par l’inoculation, d’une part, du bacille de Hansen, 
d’autre part, de divers autres bacilles acido-résistants, peut-elle 
fournir des critéres de différenciation entre ces diverses cultures 
d’agents microbiens ? Tel est le probleme que nous avons essayé 
de résoudre. 

Nous avons utilisé : 

1° Des bacilles de Hansen provenant de |’émulsion d’un nodule 
cutané prélevé sur un lépreux L, ; 

2° Des bacilles cultivés par ensemencement de tissu lépreux 
d’aprés la technique décrite par nous dans un travail récent (1) 
et que nous appelons souche « Chauviré » ; 

3° Des bacilles paratuberculeux, souche 52 isolée d’une lésion 
d’acné, non pathogéne pour la souris [souche aimablement remise 
par J.-C. Levaditi] ; 

4° Des bacilles paratuberculeux, souche 607, pathogéne pour la 
souris [méme origine que la souche 52] ; 

5° Des hacilles acido-résistants, souche 250 (personnelle), pro- 
venant de la culture d’un broyat de léprome humain. 

Les injections ont été faites par voie intratesticulaire et sous- 
cutanée dans la région inguinale a des rats males de 3 mois. 

Les prélévements ont été faits sur les animaux, tous les trente 
jours, pendant une période de un a dix mois aprés l’inoculation. 

A. — Les rats inoculés avec le bacille de Hansen ont montré, 
dans les deux premiers mois, au point d’inoculation, un granu- 
lome mixte, constitué par des nodules de cellules épithélioides 
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centrées par des cellules géantes et entourées par un halo de 
lymphocytes. Ces nodules contenaient des bacilles plus ou moins 
nombreux. 

Trés loin du point d’inoculation, on trouve, aussi bien dans les 
espaces interstitiels du testicule que dans le tissu adipeux sous- 
cutané, des histiocytes bacilliféres soit isolés, soit en petits amas 
surtout péricapillaires, qui ne provoquent aucune réaction dans 
le tissu environnant. 

Ultérieurement, les nodules formés par l’agglomération des 
histiocytes infestés sont plus ou moins vite, et de facon variable 
pour chacun d’eux, encerclés par une réaction lymphocytaire 
intense ; les histiocytes se différencient en cellules épithélioides ; 
les bacilles sont digérés et disparaissent ; on a l’image classique 
de la lépre tuberculoide avec ses nodules épithélioides, sa réaction 
lymphocytaire et ses éosinophiles. 

Dans quelques rares cas, et jusqu’au dixiéme mois aprés 
Vinoculation, on retrouve, dans le testicule et dans la peau, 
Viaspect de la lépre Iépromateuse avec des histiocytes et des 
cellules de Virchow chargées de bacilles et répandues irrégu- 
liérement sur lés coupes (1). 

B. — Les rats inoculés avec la souche « Chauviré » montrent, 
au point d’inoculation, un cedéme interstitiel marqué, qui peut 
s’étendre 4 une partie importante de la peau comme a la totalité 
du testicule ; cela dés les deux premiers mois. 

Tous les espaces situés loin du point d’inoculation, entre les 
tubes séminiféres, renferment de nombreux histiocytes isolés ou 
eroupés en petits nodules périvasculaires, tous chargés de 
bacilles. Au cours de l’évolution ultérieure, les espaces inter- 
tubulaires montrent, contrairement 4 ce que l’on observe presque 
toujours avec le bacille de Hansen, des lésions nodulaires orga- 
nisées, avec flot épithélioide central, avec ou sans bacilles et 
couronne lymphocytaire. 

On remarque encore des histiocytes bacilliféres libres jus- 
qu’au dixiéme mois. 

La peau devient le siége de lésions importantes constituées, 
chacune, par une nappe de lymphocytes parsemés d’ilots clairs, 
histiocytaires, encombrés de bacilles. Sur les bords, on voit des 
histiocytes bacilliféres isolés essaimant dans le tissu adipeux. II 
n’existe pas de bacilles libres. Ultérieurement, les lésions évoluent 
assez vite vers la forme tuberculoide, mais les bacilles restent 
nombreux, méme apres l’encerclement par les lymphocytes des 

nodules tuberculoides. 


(1) L’étude détaillée des lésions provoquées chez le rat par le bacille 
de Hansen a fait l’objet d’une publication parue dans International 
Journal of Leprosy, octobre-décembre 1950, 48, n° 1, 493-506. 
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Quoique beaucoup plus intenses, ces lésions sont comparables 
“ celles provoquées par le bacille de Hansen (2). 

C. — La souche 607 donne les résultats suivants : 

Dans le testicule, le point d’inoculation est formé, au deuxiéme 
mois, de travées constituées de cellules épithélioides mélangées 
a des lymphocytes. En dehors du point d’inoculation, les travées 
intertubulaires montrent quelques plages épithélioides avec quel- 
ques rares lymphocytes. On rencontre aussi des histiocytes bacil- 
liféres isolés. 

Ultérieurement, et jusqu’au dixiéme mois, les tubes sont 
séparés par ces coulées interstitielles non augmentées de volume 
et renfermant quelques histiocytes isolés contenant soit des 
bacilles apparemment intacts, soit des déchets bacillaires. Les 
plages épithélioides ont pratiquement disparu. A cette date, le 
point d’inoculation intratesticulaire est constitué par un granu- 
lome dont le centre enticrement nécrotique est serti par un cadre 
lymphocytaire épais au sein duquel persistent quelques rares 
cellules épithélioides pouvant renfermer quelques bacilles ou 
débris bacillaires. 

Dans la peau, au deuxi¢me mois, les lésions sont peu impor- 
tantes et restent localisées au point d’inoculation. On voit de 
rares nodules constitués par des cellules épithélioides mélangées 
i des lymphocytes. I] n’existe que peu de bacilles identifiables 
mais de nombreux débris bacillaires. 

Au dixiéme mois, la lésion est retrouvée sous la forme d’un 
point caséeux calcifié qui saute, le plus souvent, au passage du 
rasoir, et ne laisse plus alors qu’un espace clair entouré de 
quelques cellules lymphocytiformes. 

D. —- La souche 52 provoque : 


Dans le testicule, une réaction précoce importante. Dés le 
deuxiéme mois, le point d’inoculation est marqué par un volu- 
mineux amas réactionnel avec présence de polynucléaires dans 
la zone centrale ; tout autour de celle-ci, on remarque une sertis- 
sure lymphocytaire épaisse ponctuée de nodules épithélioides avec 
quelques bacilles. Quelques histiocytes sont disséminés a la péri- 
phérie de la masse réactionnelle, mais ne renferment pas de 
bacilles. A distance, les travées intercanaliculaires sont épaissies 
et criblées de petits nodules épithélioides avec quelques bacilles. 
Les lymphocytes, nombreux, sont disséminés sans ordre. 

Aprés dix mois, ces mémes travées restent épaissies; elles sont 
formées par un tissu cicatriciel au sein duquel on ne voit plus 


(2) Les bacilles de la souche « Chauviré » ont pu étre recultivés 


aprés passage sur les rats jusqu’au dixiéme mois, terme ultime de 
cette expérimentation. 
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de nodules épithélioides constitués. Le point d'inoculation est 
repréesenté par un flot nécrotique entouré de tissu conjonctif. 

Dans la peau, au deuxiéme mois, la lésion reste limitée au 
point d’inoculation. I] existe 1a quelques travées épithélioides 
allongées, anastomosées et pénétrées par les lymphocytes. On ne 
voit pas de bacilles. 

Au dixiéme mois, toute trace de Iésion cutanée a disparu. 

E. —— La souche 250 n’a provoqué, au cours du premier mois, 
qu'un granulome banal, limité au point d’inoculation et dont toute 
trace avait disparu dés le deuxiéme mois. Semblable constatation 
peut étre faite aussi bien dans le testicule que dans le tissu 
cellulaire sous-cutané. 

En résumé : 

A. —- Au cours des deux premiers mois qui suivent l’inocu- 
lation on obtient : 5 

1° Avec le bacille de Hansen, avec la souche « Chauviré », avec 
la souche 607, diffusion rapide d’histiocytes libres chargés de 
nombreux bacilles. Il n’existe pas d’édifications nodulaires épithé- 
hoides. 

.2° Avec la souche 52: des nodules épithélioides avec réaction 
lymphocytaire diffuse. Quelques bacilles intracellulaires. Pas 
histiocytes bacilliféres. 

3° Avec la souche 250 : granulome réactionnel banal, trés rapi- 
dement résorbé. Pas de nodules épithélioides. Pas de bacilles. 

B. --— Au dixiéme mois, on obtient : 

1° Avec le Hansen et le Chauviré, soit Ja lésion nodulaire 
épithélioide sertie de lymphocytes et dépourvue de bacilles, carac- 
téristique de la lépre tuberculoide, soit la lésion caractéristique 
de la lépre lépromateuse et constituée par des plages d’histiocytes 
bien individualisés surchargés de bacilles au*point de se trans- 
former souvent en globi typiques. 

2° Avec la souche 607 : Au point d’inoculation, une zone nécro- 
lique centrale entourée d’une sertissure réactionnelle lympho- 
cytaire au sein de laquelle existe quelques amas _histiocytaires, 
non épithélioides et non bacilliféres. I] n’existe pas d’édifications 
nodulaires épithélioides, mais on retrouve ga et la quelques rares 
histiocytes renfermant des débris bacillaires. 

3° Avec la souche 52: Lésions uniquement cicatricielles. 

4° Avec la souche 250: Aucune lésion. 

Le bacille de Hansen et le bacille « Chauviré » provoquent des 
lésions identiques tuberculoides et Iépromateuses, qui nous 
paraissent représenter une spécificité réactionnelle que lon ne 
retrouve chez aucun des bacilles paratuberculeux utilisés. 
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PLANCHE I 


(1) Testicule. Rat Hansen, 10 mois. Forme lépromateuse. 
(2) Testicule. Rat Chauviré, 10 mois. Forme lépromateuse. 
(3) Détail de (4). 

(4) Détail de (2). 

(5) Testicule. Rat Hansen, 10 mois, forme tuberculoide. 
(6) Testicule, Rat Chauviré, 10 mois, forme tuberculoide. 


PLANCHE II 


(1) Peau. Rat Hansen, 10 mois, forme lépromateuse. 
(2) Peau. Rat Chauviré, 10 mois, forme lépromateuse. 
(3) Peau. Rat Hansen, 10 mois, forme tuberculoide. 
(4) Peau. Rat Chauviré, 10 mois, forme tuberculoide. 
(5) Détail de (3). 

(6) Détail de (4). 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DES REACTIONS 
D’'HEMAGGLUTINATION ET D’HEMOLYSE 
CONDITIONNEE DANS LA TUBERCULOSE 


par L. LUCENTINI et H. BOISVERT (*) 


(Institut Pasteur. Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose. 
[Chef de Service: D’ J. Brerey].) 


Aprés Middlebrook et Dubos [{4, 2], différents auteurs [8, 4, 5] 
et notamment Gernez-Rieux et Tacquet [6 a 41], Sohier et ses 
collaborateurs [42, 13, 414], ont étudié les phénoménes d’hémag- 
glutination et d’hémolyse conditionnée dans la tuberculose. 

I] nous a paru intéressant, 4 partir de ces travaux et en uti- 
lisant des’ expériences antérieures, d’examiner les différentes 
techniques proposées et; en les modifiant au besoin, d’en faire 
Papplication expérimentale et clinique. 

Nous apportons ici quelques précisions d’ordre pratique et les 
résultats obtenus au cours de nos essais. 


HEMAGGLUTINATION. 


Cette réaction consiste 4 mettre des dilutions croissantes de sérum 
a expertiser en présence d’hématies sensibilisées par un antigéne spéci- 
fique et 4 noter l’agglutination de celles-ci. 

Trois facteurs sont donc a étudier avec la marche de |l’opération : 

1° Le sérum suspect ; 

2° Les hématies ; 

3° L’antigéne. 

Le sérum, dilué & 1/2 et inactivé, doit étre saturé 4 deux reprises 
avec 10 p. 100 des hématies non sensibilisées si elles appartiennent a 
une espéce ou 4 un groupe sanguin différents de ceux du sujet four- 
nisseur de sérum. 

La quantité nécessaire est minime : 0,4 cm* de sérum pur si l’on 
part de la dilution au 1/4, suffisante pour les sérums humains. 

Les hématies. — Les globules rouges de mouton, humains O Rh — 
et méme ceux de lapin avec le sérum correspondant ont été ulilisés. 
Recueillis quarante-huit heures avant l’emploi directement sur solu- 
tion d’Alsever ou aprés défibrination sur celle de Rappaport et Skariton, 


x 


ils sont lavés trois fois a l’eau physiologique. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
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Gest la purée globulaire du culot final qui sert aux dilutions et 
aux adsorptions. Dans nos précédents travaux de laboratoire nous uli- 
lisions ies hématies ramenées a la suspension initiale, ce qui nous a 
permis d’ailleurs d’intéressantes remarques. Si lon utilise, en effet, 
une quantité trop faible de globules rouges, les réactions sont plus 
nettes, mais leur sensibilité est trop grande et l’hémolyse spontanée 
assez fréquente. 

On ne saurait trop insister sur la bonne condition des hématies, 
facteur essentiel d’une bonne hémagglutination. 

L’antigéne. — Nous avions déjé fait usage de Vancienne « tubercu- 
line précipitée au centiéme » de l'Institut Pasteur, de la tuberculine 
de Lederle et surtout de la nouvelle tuberculine purifiée I. P. 48. 

Cette derniére préparation a été éprouvée sous diverses formes a des 
concentrations variables et avec des lots de fabrication différente, pro- 
venant de souches humaines et bovines : J. P. 48 pour intradermo-réac- 
tion (souvent hémolytique du fait des deux lyophilisations successives), 
fraction St de 1’I. P. 48, riche en polysaccharides (qui constitue |’anti- 
géne pour hémagglutination de I’Institut Pasteur), fraction Pt de 
VI. P. 48 constituée par la protéine pure de cette tuberculine. Cette 
derniére fraction, que nous citons pour mémoire, est dénuée de toute 
activité dans cette réaction. 

Les solutions tamponnées de la fraction St résistent bien & la chaleur, 
a la filtration sur bougie et au vieillissement. 

L’adjonction de mordants variés peut étre intéressante [45]. La 
lyophilisation qui, par ailleurs, est le meilleur agent de conservation 
engendre souvent un certain degré d’hémolyse. 

Tous nos titrages ont été faits avec l’antigéne spécial délivré par 
l'Institut Pasteur : fraction St de la tuberculine I. P. 48, en solution 
tamponnée dont l’activité hémagglutinante correspond 4A celle d’une 
solution de tuberculine I. P. 48 titrant 20000 unités par centimétre 
cube. 

La solution tampon 4 pH 7,2 que nous avons utilisée répond a la 
formule : 


PO NER Ss, an psc Dee 1.452 g 
POPHINGS eLoHOM 1.00: See ee ene ae 12,692 g 
NSC... vie ce. 2 eee Le i eee 4,82 
Baw bidistillGess sn. Woece olen ee cee ee 4 000 cm? 
Sensibilisation des hématies. — 0,2 cm® de globules dans 4 cm? de 


Vantigéne que nous venons d’indiquer séjournent deux heures au 
bain-marie 4 37°. La suspension est agitée toutes les quinze minutes 
et lavée trois fois a l’eau physiologique. 

La plupart des auteurs (Dubos et Middlebrook, Gernez- -Rieux) vutili- 
sent une suspension a 0,5 p. 100. La méme suspension est préparée 
dans des conditions analogues avec des hématies non sensibilisées 
pour le témoin sérum. 

Il vaut mieux employer les ee sensibilisés du jour. 

Marche de la réaction. 
réparti dans des tubes & hémolyse a fled dilutions croissantes de 2en 2 
sous un volume de 0,4 cm’. Un tube recoit la dilution minima de 
sérum, puis des globules non sensibilisés ; c’est le témoin 


sérum. 
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Un autre tube ne recoit que la solution isotonique, c’est le témoin 
antigene. Il recoit, comme tous les autres tubes de la réaction, 0,4 cm# 
d’hématies 4 0,5 p. 100 sensibilisées. 

Aprés avoir été agités, les tubes sont placés pendant deux heures a 
Vétuve a 37°. Agités de nouveau ils demeurent 4 la température du 
laboratoire jusqu’au lendemain. 

Lecture. — Aprés un premier examen A la sortie de l’étuve, la lec- 
ture définitive a lieu aprés quinze 4 vingt heures. Chaque tube est 
examiné 4 l’ceil nu ou a la loupe sous les rayons incidents d’une lampe 
électrique, en comparaison avec les tubes témoins. L’intensité de 
Vagglutination est notée pour chaque tube. 


R. Sohier et ses collaborateurs (12, 43, 414] emploient une 
technique un peu différente. A 0,3 cm’ de sérum dilué, ils 
ajoutent 0,05 cm® de globules 4 1/80; il en résulte, avec le pro- 
cédé ci-dessus, des différences appréciables. 

En effet, dans la premiére méthode, les dilutions de sérum 
notées par exemple 1/2 et 1/256 sont, en réalité, aprés l’addition 
des globules, de 1/4 et 1/512. Dans la seconde elles deviennent 
1/2,3 et 1/294,4. La concentration globulaire passe de 0,25 p. 100 
a 0,138 p. 100. 

Les sérums traités suivant la technique de Sohier et ses colla- 
borateurs, lus tout de suite aprés |’étuve, donnent sensiblement 
les mémes résultats que ceux éprouvés par la méthode habituelle 
examinés le lendemain. 

Avec lecture dans les mémes conditions de temps, la méthode 
de Sohier apparait plus sensible, comme pouvait le laisser pré- 
voir la dilution moins forte du sérum et la concentration plus 
faible des globules. 


H&EMOLYSE CONDITIONNEE. 


Middlebrook [2] a appliqué a la tuberculose une méthode ov le 
phénoméne d’agglutination est remplacé par l’hémolyse globu- 
laire. L’étude de cette réaction a été eee récemment par 
Gernez-Rieux et Tacquet [4114]. 

La technique de l’hémolyse conditionnée ne différe de celle de 
Vhémagglutination que par l’adjonction de sérum de cobaye 
préparé comme nous Jlindiquons ci-dessous. Elle comporte 
l’emploi des hématies de mouton et, par conséquent, la nécessité 
de saturer les agglutinines anti-mouton des sérums a4 éprouver 
et également du sérum de cobaye. 


Préparation du sérum de cobaye. — Un volume de globules rouges 
de mouton est ajouté A 15 volumes d’une dilution au 1/3 de sérum 
frais de cobaye en solution saline tamponnée. Le mélange est laissé 
pendant dix minutes a 4° et centrifugé. Sans décanter le liquide sur- 
nageant, on ajoute un autre volume d’hématies sans remuer celles 
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qui sont déja déposées et on laisse de nouveau dix minutes a 4°. La 
température ne doit pas dépasser 25° et le sérum doit étre utilisé dans 
les trois ou quatre heures. C’est la solution saline tamponnée déja 
indiquée pour la dilution de l’antigene qui nous a servi. Elle differe 
de celle utilisée par Middlebrook et qui est constituée par une solu- 
tion M/100 de PO,H,Na, additionnée de 0,8 p. 100 de NaCl et amenée 
a pH 7 par HCl N. 

Le sérum de cobaye doit étre titré avant l’usage, soit en présence 
d’un exces de sensibilisatrice anti-mouton, on emploie alors 3 doses 
minima, soit en utilisant la méme méthode que nous indiquons Ci- 
dessous pour l’emploi des hématies humaines. 

Marche de la réaction. — Dans tous les tubes & hémolyse préparés 
comme pour la méthode habituelle d’hémagglutination, sont intro- 
duits 0,05 cm® de sérum de cobaye adsorbé et titré. 

Les tubes bien agités sont placés 4 37° pendant une heure avec agi- 
tation toutes les quinze minutes. Au bout de ce temps la lecture est 
facile. La réaction est positive lorsque l’hémolyse est totale dans le tube. 

La facilité de lecture est A l’avantage de cette méthode d’hémolyse 
conditionnée, mais la préparation et le titrage du sérum de cobaye y 
apportent une complication certaine. De plus, l’emploi des hématies 
de mouton oblige a la saturation du sérum. D’ot l’intérét de leur 
substituer des hématies humaines. 

Les quelques titrages que nous avons pratiqués avec les hématies 
de mouton nous ont donné des résultats comparables A ceux de 
Vhémagglutination. 


EMPLOI DES HEMATIES HUMAINES. 


Nos premiers essais effectués suivant la technique précédente avec 
des hématies humaines O RH — et du sérum de cobaye saturé par ces 
mémes hématies, demeurérent négatifs. Nous avons ensuite diminué 
de moitié la proportion des globules rouges et subsidiairemeni nous 
avous augmenté la proportion du sérum de cobaye comme 1l’ont, 
par ailleurs, fait Ch. Gernez-Rieux et Tacquet [11]. 

Le sérum hémolytique anti-humain faisant défaut pour le titrage, 
nous titrons le sérum de cobaye saturé par les hématies humaines 
de la fagon suivante (tableau I). 

Nous préparons des séries de chacune 2 tubes contenant une quantité 
fixe d’un sérum étalon bien éprouvé dont nous savons qu’il donne 
une réaction moyennement positive, 4 1/16 par exemple, et des quan- 
tités variables d’eau physiologique, de sérum saturé de cobaye et 
d’hématies sensibilisées conformément au tableau suivant. Avee un peu 
dhabitude on peut réduire le nombre des séries. 

Les tubes sont mis 4 37° et lus au bout d’une demi-heure. Les 
proportions 4 utiliser sont celles de la série qui présente une hémo- 
lyse compléte dans le premier tube (sérum a 1/16) sans en donner 
une dans le second (sérum a 1/82). 

La conduite de cette réaction demeure délicate ; la préparation et 
iadjonction du sérum de cobaye doivent se faire dans des conditions 
strictes de température et de durée. 

Les essais préalables effectués suivant ce procédé avec. des hématies 
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TaBLeau I. 
SERIES 
1 2 3 4 5 6 7 
Dilution sérum étalon... . . 1/16|1/32 1/16|1/32 1/16|1/32 1/16| 1/32 1/16|1/32 1/16|1/32 1/16 | 1/32 
Sérum étalon dilué (cm*) .| 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 
Eau physiologique (cm3, 0,2 0,2 0,3 
Sérum de cobaye préparé ; a ioe — a 
pur (cm3)_. 0,2 
Sérum de cobaye préparé 
2.4/3.5. 0,4 0,2 0,4 0,05 
Sérum de cobaye. préparé 
BG aee 2 0,05 
Sérum de cobaye préparé 
Omi Peabere les kat 0,05 
Hématies sensbilisées 2 p. 100 
(CIR ERT lin he 0,05 


de mouton, ont montré, en méme temps que la réduction des hématies 
de 1/2, une sensibilité doublée. La sensibilisation avec des quantités 
simples ou doubles d’antigene n’a pas donné lieu a des différences 
appréciables. 

(Des expériences ultérieures nous ont montré qu’il était indispensable 
dopérer au bain-marie pour avoir des réactions nettes et rapides. Avec 
les hématies humaines la sensibilité devient alors comparable a celle de 
Vhémagglutination.) 


ETuDE EXPERIMENTALE. 


Des sérums de lapin inoculés dans la veine avec différentes 
souches de Mycobacterium tuberculosis ont été titrés paralle- 
lement par I’hémagglutination et l’hémolyse conditionnée avec 
les hématies homologues (Tableau II). 

Le procédé utilisé pour lhémolyse conditionnée des hématies 
humaines a été mis en ceuvre avec les globules rouges de lapin. 

Avec les souches humaines |’inoculation intraveineuse réitérée 
d’une faible quantité de bacilles vivants détermine un taux élevé 
d’agglutination se maintenant au deuxiéme mois, en baisse aprés 
trois mois. 

L’inoculation unique de bacilles bovins engendre des taux 
variables d’agglutination qui paraissent indépendants de la viru- 
lence de la souche. Les sérums obtenus avec les souches Behring et 
931, peu virulentes, présentent des taux tres différents : 1/16 et 
1/256. D’autre part, la souche Dupray S, trés virulente, ne déter- 
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TaBLeau II. 


0 your |45 yours | 21 sours |28 sours] 35 Jours |38 yours] 40 souRS |53 Jours| 115 sours 
TYPES 
hacillaires & & s © & co) 8 2 2 
3 = P| op ra op ey op Ss 
injectés 3 3 3 B 3 = él fe 3 
S) cS) S = S a S a a 
Souches humaines. 
1/100 mg|1/100 mg|4/100 mg F 
Peurois. vivant vivant vivant ae 1/512 
EV et Lee eee 1/512 
1/100 mg}1/100 mg}1/100 mg 4/100 mg 
Peurois. vivant vivant vivant 1/128 vivant 1/1024 
ead (Pa; Wis a Moe 2 Ra FESS Se hea ie 1/1024 
1/100 mg}1/100 mg}1/100 meg : 
Canetti. vivant vivant vivant | 1/1024 vies 
Bee ele Viocul ele sWae ese ee 
4/100 mg}i/100 mgi1/100 mg 
Canetti. vivant | vivant | vivant | 1/1024 1/512 
LuV Nols Vieae ie ve ode 1/1024 
4/400 mg}!/100 mg\41/100 mg 
Levallois. | vivant | vivant | vivant | 1/2048 1/2048 1/128 
LoVe | AP Ve ye fehicess 1/2048 1/128 
4/100 mg}1/100 mg}41/100 m 
Levallois. | vivant | vivant date 1/1024 
Levin tas Vie el aoc ew 
4/100 mg | 4/416 
Leborgne. vivant | rns 
ie | | 
Souches bovines. 
1/100 mg 
Behring. | vivant 1/16 1/16 1/16 
ey. 4/2 0 4/8 
1/100 mg 
Behring. | vivant 1/32 1/16 
eave 1/16 4/2 
Le taux limite d’agelutination figur -dessus, le taux d@hé "se au-dess > titr Rene ak 3 
ia diluticumbaatiale fn Sees eet Werte pte aise hémolyse au-dessous. Le titre noté correspond a 


REACTIONS D’HEMAGGLUTINATION ET D°’HEMOLYSE 64 


ms 
0 souR |15 sours | 24 sours |28 sours| 35 yoursS|38 Jours| 40 JOURS |53 JouRS| 115 JOURS 


TYPES 


bacillaires 


injectés 


Inoculation 
Inoculation 
Inoculation 
Titrage 
Inoculation 
Titrage 
Inoculation 
Titrage 


1/100 mg 
Dupray S. | vivant 
1. 


1/100 mg 
Dupray S. | vivant 
le AW 


1/100 mg 
vivant 
LEV 


1/100 mg ; 
vivant ee 
le Ve 1/128 


4 
anti-B. 
de Déderlein 


Sérums 
temoins. 


mine qu'un taux moyen : 1/64, qui progresse peu avec |’évolution 
de la maladie. 

L’hémolyse conditionnée effectuée parallélement a donné des 
résultats dans l’ensemble identiques a ceux de |’hémagglutination 
avec tendance a la négativation des sérums faiblement agglu- 


tinants. 


CLINIQUE HUMAINE. 


Les sérums humains ont été titrés parallélement suivant trois 
méthodes : 

1° Par Vhémagglutination suivant la technique mise au 
point par Ch. Gernez-Rieux et Tacquet et l’emploi d’hématies 
humaines O Rh— ; 

2° Par l’hémolyse conditionnée pratiquée avec des hématies 
humaines O Rh— ; 

83° Par la déviation du complément suivant la technique de 
Valtis et éventuellement de Calmette ct Massol avec les antigénes 
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de Boquet et Negre et de Besredka. L’antigéne I. P. 48 n’est pas 
utilisable ici. 

Nous avons employé les dilutions initiales de 1/4 4 1/1024 et 
considéré comme réactions positives les agglutinations et les 
hémolyses survenues aux dilutions supérieures a 1/8 (Tableau ITT). 


DISCUSSION. 


Nous ne pouvons pas nous prononcer sur les rapports éven- 
tuels entre l’hémagglutination et |’évolution de la tuberculose- 
maladie. Mais nous pouvons préciser que les tuberculeux avec 
des lésions pulmonaires de type granulique ont toujours présenté 
un haut degré de positivité (1/64 et plus). Cette observation 
concorde avec celles des auteurs qui ont étudié la réaction. 

Au contraire, les malades présentant des lésions pulmonaires 
assez anciennes, stabilisées et porteurs de pneumothorax ont 
souvent donné un faible titre de positivité. 

Dans la catégorie des tuberculoses extrapulmonaires il faut 
noler que les trois cas positifs provenaient de tuberculoses 
rénales opérées depuis quinze jours, tandis que parmi les cas 
négatifs on énumére une tuberculose rénale non opérée, un lupus, 
deux méningites tuberculeuses dont les L. C.-R. étaient également 
négatifs. Il est pourtant nécessaire de considérer que ces deux 
méningites furent testées aprés plus d’un mois de_ traitement 
intensif par les antibiotiques, c’est-a-dire dans une phase d’apai- 
sement de l’activité de la maladie. 

Enfin, dans ja catégorie des sujets normaux, les deux cas 
positifs sur trois étaient ceux de personnes qui travaillaient dans 
un service de tuberculose et manipulaient la tuberculine sous 
diverses formes. Nous devons donc faire des réserves sur ces 
deux cas positifs, car on peut se demander si, du fait de la 
nature de leur travail au laboratoire, nous sommes en droit de 
les considérer comme des témoins valables. 

L’hémolyse conditionnée pratiquée par nous avec les hématies 
humaines s’est certainement montrée beaucoup moins sensible 
dans les limites de notre expérience que l’hémagglutination. 
Cependant, chez certains tuberculeux, tandis que l’agglutination 
restait négative (deux tuberculeux pulmonaires et un lupus), 
Vhémolyse a été positive & 1/32, et dans trois autres cas de la 
catégorie des sujets normaux, alors que l’agglutination était 
positive, hémolyse a été négative. D’ou lutilité d’effectuer cette 
réaction lorsque dans un cas douteux ’hémagglutination demeure 
négative, d’autant plus que sa positivité chez les sujets non 
tuberculeux, de méme que pour l’hémagglutination, reste faible. 

En ce qui concerne la réaction de déviation du complément, 
nous l’avons effectuée suivant la technique de Valtis au sérum 
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frais, en utilisant l’antigéne de Boquet et Négre et celui de 
Besredka. 

De ces deux antigénes, celui de Boquet et Négre nous est 
apparu certainement plus sensible et peut-étre un peu plus spéci- 
fique. Si la sensibilité de cette réaction est comparable a celle de 
Vhémagglutination, sa spécificité laisse davantage a désirer. En 
effet, a part la positivité aspécifique dans la syphilis déja bien 
connue et que nous avons aussi notée, dans nos dix cas de 
malades tuberculeux, nous avons eu 4 réactions positives de 
déviation du complément dont 2 trés positives, tandis que 
Vhémagelutination a été positive une seule fois et a faible taux. 

Notons encore que les 4 réaclions se sont’ montrées négatives 
dans un eas d’infiltration de Loeffler ou le diagnostic différentie] 
avec la tuberculose est délicat. 

Nous croyons qu’il est possible de situer ces 4 réactions immu- 
nologiques par nous essayées selon lordre décroissant suivant 
par rapport a leur sensibilité : hémagglutination avec hématies 
humaines, déviation du complément suivant la technique de 
Valtis avec l’antigene de Boquet et Négre, déviation du complé- 
ment a l’antigéne de Besredka, hémolyse condiltionnée avec 
hématies humaines. 

Par rapport a leur spécificité, ordre de classification devient : 
hémagglutination, hémolyse, déviation du complément avec 
Vantigene de Boquet et Négre, déviation du complément avec 
Vantigene de Besredka. 

L’association de ces 4 réactions nous parait intéressante au 
point de vue clinique. 


RESUME. 


Les réactions d’hémagglulination effectuées avec Jl antigéne 
spécial extrait de la tuberculine purifi¢e I. P. 48 de l'Institut Pas- 
teur et les hématies humaines suivant différentes techniques 
donnent, dans des conditions bien définies de modalité et de 
lecture, des résultats comparables. 

Dans la tuberculose pulmonaire, 79 p. 100 des réactions sont 
positives par cette méthode. 

La réaction d’hémolyse conditionnée peut étre pratiquée avec 
des globules rouges humains O Rh— apres titrage préalable. 
Sa conduite est délicate et sa sensibilité est faible, mais elle 
révéle parfois une spécificité intéressante (Voir page 59, note en 
italique). : 

La réaction de déviation du complément pratiquée suivant la 
technique de Valtis au sérum frais avec les antigénes de Boquet 
et Négre et de Besredka, se montre un peu moins sensible et 
surtout moins spécifique que ’hémagglutination. C’est l’antigene 
de Boquet et Négre qui a donné les résultats les plus satisfaisants. 
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L’association des méthodes d’agglutination, d’hémolyse et de 
déviation du complément semble pouvoir donner des résultats 
imtéressants en clinique humaine. 

Les hématies de lapin peuvent étre utilisées dans les épreuves 
d’hémagglutination et d’hémolyse conditionnée pratiquées avec 
les sérums expérimentaux provenant de la méme espéce. 


Les auteurs remercient MM. les Professeurs et D's Pasrreur VALLERY- 
Rapot, Turpin, Botcert, G. Brover, R. Couvenarre, Domart, Durovx, 
qui ont mis les sérums humains et les observations cliniques a leur 
disposition. 
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LE DETERMINISME DE LA SPORULATION 
DE BACILLUS MEGATHERIUM 


Il. — L'EFFET DE LA PENURIE DES CONSTITUANTS MINERAUX 
DU MILIEU SYNTHETIQUE. 


par N. GRELET (°*). 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


Dans un premier mémoire [8], nous avons montré, en milieu 
synthétique et culture agitée, que l’épuisement de ’aliment car- 
boné est un facteur de sporulation pour Bacillus megatherium. 

Dans les mémes conditions, nous recherchons maintenant si la 
sporulation se produit lorsque la croissance est interrompue ou 
limitée, successivement par la pénurie de chacun des constituants 
minéraux, anions ou cations, du milieu synthétique; le mot 
« pénurie » ne doit pas laisser supposer que le milieu a été privé 
des traces de chaque constituant en cause ; il signifie seulement 
que le constituant se trouve A une concentration initiale assez 
faible pour devenir en cours de culture le facteur limitant de la 
croissance. 

Des notes préliminaires ont déja été consacrées aux pénuries 
de nitrate. de fer [6] et de zinc [7]. 


Méthodes. 


Les méthodes sont celles qui ont été décrites dans le mémoire 
précédent [8]. 

Le variant A de la souche ML de B. megatherium est ici encore seul 
utilisé, 

Rappelons la formule du milieu synthétique témoin : 


EAU REDISTILLEE 
dans un appareil en Pyrex 6]L ere 
Glucose anhydre. ... 20... 45 Bp 250 000 
NOS Kix. Citen te See ir goes Cee 10 100 000 
SO Kaige oes bo amen A area 0,174 4 000 
POgNoK Sioa Co? oe tee ee Oe Ce 6,8 50 0G 
SOMO S1H50 conn anun ssl eee ee 0,123 500 
SO Mn eH 50cm rec. teas, coe 0,00223 10 
(SO, abs de oot oo 0 os eee 50 
SOA eis Ow ot ec ee ee ee 0,0144 50 
ChUa® 4H50) aoe aon: Ae ee 0,183 1 000 

PN ec OO Ot oie ere ae Rem pc Od 0,330 5 900 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
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Le pH aprés stérilisation est d 5,8. 

Les modifications apportées 4 ce milieu témoin pour créer une 
pénurie de l’un des constituants seront indiquées & propos de chacun 
d’eux. 

Les flacons de 150 cm’, contenant 25 cm* de milieu, sont agités 
4 30°. 

Nous avons dosé selon la procédure de Lohmann et Jendrassik, 
1926 [12], le phosphate restant dans le milieu de culture, aprés élimi- 
nation des bacilles par une centrifugation ou une sédimentation a la 
glaciére. 

Résultats expérimentaux. 


Le NITRATE, FACTEUR LIMITANT : SPORULATION. 


Dans le milieu témoin, la concentration de nitrate est 
de 100.10—* M (environ 10 g de NO,K par litre). 

Les effets de concentrations moindres de nitrate sont rapportés 
dans le tableau I. 

Avec 10.10—*M, soit dix fois moins que dans le milieu témoin, 
le développement maximum est cing fois moins élevé que dans la 
culture témoin. 

Lorsque le nitrate est facteur limitant, l’arrét de la croissance 
entraine la sporulation, tandis que le pH descend lentement de 


TaBLeau 1. — Effet de la pénurie de nitrate. 
| DUREE DES CULTURES 
NO3K 
140-3 M 
25 heures 41 heures 65 heures 
100 teense xp ales 6,6 os 
Glucose g/l... = = 0,34 0 
Opaciten(acee <n 10,0 22,7 ; _ 16,8 
Deon (3) 5 5 o al) We wks Cine! B. n.; ch. 2-4 |Sp.incl. et libres. 
Je is Bel 

[ilo eel waelide Midge pe 5,8 565 
Glucose g/l... «| 36,0 33,0 
OVENS Em oo eee] — 3,0 4 5,3 ; 5583 
Examen. .... .| B. n.; ch. 8-46. |Sp. incl. et libres. Sp. libres ; 

rares sp. incl. 

1 Tee. ee. RAO SG 5,55 5,5 ’ 
Glocoseraills = 3. 4h, = 
Oueciigess .0.. apes ne Wi, 20 ee SE 
Examen. ... . .| 3B. en paquets Sp. incl)? Sp. libres ; 

avec sp. incl. quelques sp. libres. | raves sp. incl. 


(1) L’opacité, proportionnelle & la densité oplique correspond approximativement 4 Ja matiére 


séche en 1. ; : 
(2) B. Se Wabtites normaux décrits dans le précédent mémoire (8); ch. 2-4 : chaines de 2 a 4 


bacilles; sp. incl. : spores incluses daas les bacilles. 
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quelques dixiémes d’unité pH, et que la glycolyse est presque 
interrompue. 

Remises en suspension dans un milieu neuf sans nitrate, des 
bactéries lavées sporulent : la sporogénése est done bien produite 
par la seule inanition azotée. 

D’autre part, addition de nitrate & une culture sporulée par 
suite de l’épuisement de l’azote initial provoque la germination 
des spores et une nouvelle croissance. Toutefois, si addition esl 
faite au stade des spores incluses, elle n’empéche pas leur lbé- 
ration, suivie de la germination d’une partie d’entre elles. Ceci 
confirme |’existence d’une irréversibilité du processus de la sporo- 
génése, que nous avons déja constatée dans le cas du glucose, 


LE SULFATE, FACTEUR LIMITANT : SPORULATION, 


Pour l’étude de la pénurie de sulfate, le milieu témoin est ainsi 
modifié : Mg++, Mn++ et Fe +++ sont apportés sous forme de 
chlorures, Zn++ sous forme de nitrate. Ainsi SO,K, ajouté a 
diverses concentrations est la seule source de soufre. 

Avec SO,K, : 2 000.10—®M, la culture évolue comme dans 
le milieu témoin qui contient 1 710.10—®M _ dion sulfate. 
Avec 710.10—® M, la croissance est déja limitée et la sporulation 
commence avant l’épuisement du glucose (fig. 1 d). 

Avec SO,K, : 200.10—* M, la croissance est limitée a un déve- 
loppement maximum quatre fois moins élevé que dans la culture 
témoin et la sporulation se produit, accompagnée d’une forte 
acidification et d’un arrét de la glycolyse. 

Avec SO,K, : 20.10—-*M, bien que la culture soit limitée 
davantage, la sporulation est moins compléte ; il reste a 89 h., 
dans une culture de pH 4,7, des bacilles non sporulés, en fuseau, 
bourrés de gros granules qui se libérent en corps hyalins a coté 
des spores. 

L’explication de cette sporulation partielle peut étre la suivante : 
la faible concentration initiale de sulfate limite précocement le taux 
de croissance et les bacilles souffrent de cette pénurie qui 
s’approfondit lentement: lorsqu’elle devient suffisante pour 
arréter la croissance et provoquer la sporulation, certains bacilles, 
en raison d’une certaine hétérogénéité de la culture, ont souffert 
plus que d’autres et sont devenus incapables de sporuler. 


is PHOSPHATE, FACTEUR LIMITANT : SPORULATION PARTIELLE. 


La concentration de phosphate dans le milieu témoin est 
de 50 000.10—* M. 


Il est apparu a l’expérience que, dans nos conditions de culture 
agitée, tant qu'il reste du glucose, le pouvoir tampon du phosphate 
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ne joue pratiquement pas de réle dans le maintien du pH au 
voisinage de la neutralité ; bien entendu, si le glucose finit par 
étre épuisé, le pH s’éléve d’autant plus qu’il y a moins de 
phosphate dans le milieu. 

Il est done possible de faire varier la concentration du 


Fic, 1. — Frottis de cultures; coloration de Gram. (Gross. x 1 400.) 
a. Culture de 40 heures. Milieu témoin. Opacité 22,0. Bacilles normaux, ch. 2-4. 
6. Culture de 40 heures. Magnésium limitant: 100. 10—®M, Opacité 16,6. 
Bacilles a parois floues; brouillard de fins granules. 
c. Culture de 40 heures. Manganése limitant: 2. 10-6 M. Opacité 15,7. Bacilles 


normaux et courts. 
d. Culture de 53 heures. Sulfate limitant : 710. 10—®M. Opacité 17,0. Spores 


incluses. 
e. Culture de 53 heures. Potassium limitant 560. 10 —& M. Opacité 18,5. Bacilles 


flexueux avec grosses inclusions. 
f Culture de 53 heures. Potassium limitant 59. 10-—6M. Opacité 2,25. Paquets 
de bacilles flexueux. 


(Service photomicrographique de l'Institut Pasteur). 


phosphate et de le rendre facteur limitant de la croissance. 
Plus de 10 expériences de ce type nous ont apporté des 

résultats concordants, mais encore difficilement interprétables. 
Analysons en détail l’une de ces expériences (tableau II). 
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TasLeAu ll. — Effet de la pénurie de phoshate. 


DUREE DES CULTURES 


0 heure 29 heures 44 heures 75 heures 
80 
(S\' Baron oo. a oS oo 5,8 6,45 7,05 ‘4 
Phosphate 10—M. .|76 700 | | 74 100 72 400 
Ghuicosemg/|laecmr ce 46,7 17,6 0,35 0 ; 
Opacitem ec end| 14,7 25,4 : 48. 
PGA & Ss 4s 6 Been, Cii2-2. B. n., ch. 2-4. Sp. libres et quel- 


ques sp incl. 
B.n.,ch.1. Granules 


fins. 
Hu eae eee, lon 6,25 6,6 9,4 

biosphatede= Coie mre 00 6 300 2 860 41 650 

Glucose g/i.... .| 46,7 31,6 8,85 0 

Opacitca sare ae 9,4 19,4 ; 23,1 

Examen . Sp. incl. B.n., ch. 2.|Sp. libres, quelques|Sp. libres. B. glob.. 
sp. incl. B. glob.,| ch. 1-2. Granules 

| ch. 2-4, fins. 
| 

ee eS 15,8 6,4 ie 6,45 

Phosphate 10—-—6M. .| 806 Ae 28 45 

Glucose: 3)/lgiere = aes 46,7 28,9 16,8 Tcl 

ODaCItG2 Saree tte 9,6 45,5 18,6 

Examen) ae B. courts, ch. 2-4-8. |Sp. libres etincl.B.n.|Sp. libres, petites. 
ou rentflés,ch.41-2-4.| B. polymorphes, ch. 4. 

pH. 4.4.85 Oa 5,8 6,9 6,8 6,4 

Phosphate 10—®M. . 83 5 5 

Glucose% 2 ieee 46,7 45 ,2 43,7 

Opacite sca faa 0,5 alsa 2,0 

Examen(ijae eee B. courts en paquets.|B. glob. beurrés d’incl. |B. glob., bourrés d’incl. 
Quelques sp. incl.| Sp. libres, petites. 

Granules fins. 


(1) B. glob. bourrés d’incl. : Bacilles globuleux bourrés d'inclusions réfringentes. 


Au lieu de 50 000.10—*M dans le milieu témoin, la concen- 
tration de phosphate la plus élevée utilisée ici a été portée 
ae 76700310 "aM. 

Avec 7 900.10—*M, a partir de vingt-quatre heures trente 
minutes, des bacilles sporulent ; a vingt-neuf heures, des spores 
incluses existent dans la moitié environ des batonnets, mais la 
croissance continue et le glucose finit par étre épuisé a 
soixante-seize heures. La concentration de phosphate est donc ici 
facteur limitant du taux de croissance, mais non du développement 
maximum. Le dosage indique d’ailleurs qu’il en reste 6 300.10—* M 
a vingt-neuf heures et 1 650.10—* M a soixante-seize heures. 

Avec 806.10—° M, la sporulation n’est pas encore commencée 


SPORULATION DE BACILLUS MEGATHERIUM WA 


a vingt-neuf heures, mais presque tout le phosphate est alors 
assimilé et la croissance est désormais trés ralentie. A quanante- 
quatre heures, on constate une sporulation partielle ; les bacilles 
non sporulés sont polymorphes, certains sont courts, renflés, 
bourrés d’inclusions. 

Avec 83.10 —® M, le développement de la culture est trés limité ; 
a partir de quarante-quatre heures, il se forme quelques spores, 
petites, mais la majorité des germes sont des bacilles globuleux, 
bourrés d’inclusions. 

Ajoutons que les spores formées par pénurie de phosphate 
résistent cing minutes a 80°, comme les spores formées par 
pénurie de glucose. 

La pénurie de phosphate révéle une hétérogénéité et une varia- 
bilité des germes d’une culture, que nous nous étions pourtant 
proposé de réduire par les conditions d’agitation du milieu : on 
concoit qu’entre les batonnets puissent subsister de petites 
différences qui tiennent par exemple aux aléas des bipartitions, 
ou a la place des éléments bactériens dans les chaines. Ainsi, 
dans des chaines de 16 a 82 éléments, nous avons vu se former 
les ébauches de spores aux extrémités de groupes de 4 batonnets 
qui résullent manifestement de deux bipartitions successives ; les 
deux batonnets médians sont peut-étre a l’origine de ces germes 
non sporulés dont la croissance se poursuit ultérieurement. 

D’autre part, le facteur qui provoque la sporulation partielle 
est lui-méme difficile 4 préciser. Certes, il s’agit bien d’un effet 
de la pénurie de phosphate, au sens large que nous donnons au 
mot « pénurie ». Mais nous avons vérifié qu’il reste encore 
beaucoup de phosphate lors de cette sporulation partielle : elle 
nest done pas l’effet d’un épuisement du phosphate. D’ailleurs, 
avec des concentrations initiales de phosphate trés fortement 
limitantes, les bactéries, au cours d’une croissance réduite et lente, 
souffrent de cette pénurie de phosphate et prennent des formes 
anormales avec hypertrophie des réserves ; presque aucune ne 
sporule. Au contraire, une concentration initiale de phosphate 
(5 000 4 10 000.10—* M) qui limite a peine le taux de croissance, 
constitue un optimum pour la sporulation : les bacilles gardent 
leur morphologie et, probablement, leur constitution normales, et 
demeurent ainsi aptes a sporuler. 

Nous avons cherché si des bacilles formés sur un milieu riche 
en phosphate, mis brutalement dans un milieu pauvre en phos- 
phate, ne subiraient pas une sporulation complete. 

Ainsi, nous avons dilué dix fois une culture avec un milieu 
neuf, sans phosphate. Ou bien, nous avons remis en suspension 
dans un milieu neuf avec ou sans phosphate les bacilles d’une 
culture, préalablement centrifugés, lavés avec le milieu sans 
phosphate ni glucose (pour éviter une acidification) et centrifugés 
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A nouveau, toutes ces opérations étant conduites a froid. Nous 
n’avons jusqu’ici observé que des sporulations partielles compa- 
rables 4 celles que nous avons décrites dans les cultures évoluant 
sans intervention extérieure. 

D’autre part, nous avons recherché si la sporulation partielle 
n’est pas la conséquence d’une hétérogénéité génétique. S’il existait 
dans la souche un mutant ne sporulant pas dans les conditions de 
la pénurie de phosphate, il pourrait étre éliminé par chauffage 
a 80° pendant quinze minutes d’une culture partiellement sporulée. 
Or, des cultures ensemencées avee un inoculat partiellement 
sporulé, soit chauffé, soit non chauffé, ont subi elles-mémes dans 
des conditions similaires Ja sporulation partielle. I] nous parait 
peu vraisemblable qu’une dissociation génétique puisse s’étendre 
4’ une proportion élevée de germes dans le cours d’une seule 
culture. 

En bref, lorsque le phosphate est facteur lmitant du taux de 
croissance, mais bien avant qu’il soit épuisé dans le milieu, il se 
produit une sporulation partielle qui parait répondre a des 
conditions étroitement limitées d’interrelation entre les bacilles 
légérement différents et le milieu. 


Le ZINC, FACTEUR LIMITANT * SPORULATION. 


Le milieu témoin contient SO,Zn: 50.10-*M; si on le 
supprime de la formule, le développement est limité 4 environ un 
quart de celui atteint par la culture témoin: ce développement 
notable parait indiquer la présence de zinc apporté par les impu- 
retés des autres constituants du milieu. 

Avec SO,Zn : 5.10—°® M, le zine est déja facteur limitant de la 
croissance ; la sporulation se généralise a presque tous les 
batonnets ; puis l’opacité décroit; le glucose continue d’étre 
métabolisé, mais le pH s’effondre rapidement jusque vers 4,5, ce 
qui interrompt la glycolyse. 

La pénurie de zinc produit donc sporulation et acidification. 


LE FER, FACTEUR LIMITANT : SPORULATION. 


Le milieu témoin contient (SO,),Fe, : 50.10—*M, soit 
Fer 100,10 =".M. 

Comme avec le zinc, la suppression du fer dans la formule du 
milieu n’empéche pas un développement notable, yrace sans doute 
au fer apporté par les impuretés, mais le limite A environ la moitié 
de celui atteint par la culture témoin. 

Dans tous les cas ot le fer est facteur limitant, la sporulation 
se produit. Le pH reste constant aux environs de 6,0. 

Dés notre premiére observation de sporulation par pénurie de 
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fer, nous avons provoqué la germination des spores et le dévelop- 
pement ultérieur de la culture, par addition de fer : 4 une culture 
de quarante-huit heures, ne contenant presque que des spores, 
nous avons ajouté du citrate de fer ammoniacal, environ 25 mg/l ; 
aprés vingl-quatre heures, une partie des spores est germée ect 
la culture reprend sa croissance jusqu’é épuisement du glucose. 


Le POTASSIUM, FACTEUR LIMITANT : NON-SPORULATION. 


La concentration du potassium dans le milieu synthétique 
témoin est de 158 000.10—* M. 

Quand on remplace progressivement les sels de potassium par 
les sels de sodium (NO,Na, SO,Na,, PO,H,Na, Na OH), la crois- 
sance reste la méme que sur Je milieu témoin tant qu’il reste assez 
de potassium (apporté sous forme de PO,H,K). 

La croissance est un peu limitée pour une concentration 
de K : 560.10—* M; elle Vest environ dix fois moins pour une 
concentration de 56.10—®M; pour les concentrations plus 
faibles, la croissance observée, proportionnellement trop forte, 
peut étre attribuée a la présence d’impuretés. 

La pénurie de potassium ne provoque pas la sporulation, mais 
des modifications morphologiques : les bacilles deviennent gréles, 
flexueux ; ils conliennent de grosses inclusions réfringentes qui 
se disposent en chapelets (fig. 1 e-f). Le pH reste constant, ou 
s’éléve ; le glucose est trés lentement métabolisé tandis que 
Yopacité continue légérement d’augmenter. 

Dans les cas des pénuries les plus intenses, pour lesquelles la 
croissance est trés faible, on n’observe pas de bacilles flexueux, 
mais des paquets de bacilles courts, globuleux. 


Le MAGNESIUM, FACTEUR LIMITANT : NON-SPORULATION. 


Pour rendre le magnésium facteur limitant, on réduit dans le 
milieu témoin la concentration de SO,Mg, en le remplacant par 
SO,K.,, afin d’éviter une pénurie de soufre. 

Dans le milieu témoin, la concentration de Mg est de 500.10—* M. 
L’effet limitant d’une concentration de 50.10—* M s’exerce sur le 
taux de croissance ; mais la croissance se poursuit, et a cent dix 
heures, une opacité voisine de l’opacité maximum de la culture 
témoin est atteinte et le glucose est épuisé. 

Avec 5.10—®M, la croissance reste trés limitée, bien que 
Vopacité continue de s’élever trés lentement jusqu’a cent dix 
heures. 

Avec 0,5.10—®M, et moins, nous n’avons pas observé de 
croissance : le milieu sans SO,Mg est donc trés efficacement 


privé de magnésium. 
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Dans les divers cas de croissance limitée, la pénurie de magné- 
sium ne provoque pas la sporulation, mais des modifications 
morphologiques : au microscope, certains bacilles présentent des 
parois floues, A l’intérieur desquelles les inclusions réfringentes 
habituelles se mobilisent et s’agitent tres vivement sur place, par 
suite du mouvement brownien (fig. 1 6); par la suite, ces inclu- 
sions sont libérées dans le milieu, formant un brouillard de fins 
granules, au sein duquel on distingue des formes bactériennes 
floues et vides et quelques bacilles normaux ou courts. 


Le MANGANESE, FACTEUR LIMITANT : NON-SPORULATION. 


Les sulfates étant par ailleurs en grand excés, on peut dimi- 
nuer ou supprimer SO,Mn dans la formule du milieu témoin sans 
produire de pénurie autre que de manganése, 

Une concentration de 5.10—®M, au leu de 10.10—®M dans 
le milieu témoin, est a peine limitante : le moment ot le glucose 
est épuisé est un peu retardé et la sporulation se produit comme 
dans Je milieu témoin. 

Avec 0,5.10-®M, la croissance est fortement limitée, mais 
Vopacité continue d’augmenter lentement jusqu’a cent dix heures. 

Avec 0,05.10—-*, et moins, lopacité reste trés faible. 

La pénurie de manganése touche peu la morphologie des 
bacilles (fig. 1 c); elle n’entraine pas la sporulation. A la longue, 
les cultures, dont la croissance est presque arrétée, s’acidifient. 


Lr CHLORURE, LE CALCIUM, LE SODIUM. 


L’addition ou Vomission du chlorure ou du sodium dans la 
formule du milieu témoin n’ont d’effet ni sur la croissance, ni 
sur la morphologie des bacilles. 

L’omission du calcium ne modifie pas non plus la croissance ; 
mais la pénurie de Ca se manifeste dans la morphologie des 
bacilles qui, dés un stade précoce de la culture, sont plus courts 
que les normaux et, par la suite, deviennent globuleux ; le glu- 
cose n’en est paS moins épuisé dans les mémes délais qu’avec la 
culture témoin, mais, au lieu de la sporulation, on observe une 
libération de nombreux fins granules ; la culture garde une teinte 
claire, tandis que, en présence de calcium, la culture témoin 
brunit, Nous reviendrons sur ces observations, en étudiant les 
constituants nécessaires a la sporulation. 


Récapitulation : Les besoins minéraux de Bacillus megatherium. 


Nous récapitulons dans le tableau III, les effets de la pénurie 
des divers constituants du milieu synthétique (colonne d). 
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TABLEAU Ill. — Récapitulation des effets dé la pénurie 
des divers constituants sur la culture du variant A. 


a 


i" MILIEU TEMOIN| FA 
CONSTITUANTS | Concentration HONS ete (1) EFFET D'UNE PENURIE 
10—6M 10—6 M 
(@) () (c) (d) 

Glucose. °. 250 000 125 000 Sporulation. 

INO ee eee 100000 20 000 Sporulation. 

S0;=—— ak 4 710 400 Sporulation. 

BOF AG ae 50 000 500 Sporulation partielle. 

Laie one 50 4 Sporulation. 

LIOIrImr Sa 6 100 10 Sporulation. 

Kee ele 158.000 300 Non-sporulation ; modifi- 
cations morphologiques. 

Meet fe teas: 500 20 Non-sporulation ; modifi- 
cations morphologiques. 

Mince 10 2 Non-sporulation. 

Caitage io % 4000 /Omissionne limite pas.|Modifications morphologi- 

ues. 
Gs overs 2000 |Omission ne limite pas. Ouvission sans effet. 
Natieeet 0. 0 |Omission ne limite pas.|Omission sans effet. 


(1) Tous les constituants sont a4 méme concentration que dans Je milieu témoin sauf 
l'un deux qui est facteur limitant: la concentration indiquée ici 4 titre d’exemple est 
celle qui limite le développement 4 la moitié environ du développement maximum atteint 
dans le milieu témoin. 


En méme temps, ces résultats fournissent une indication sur 
Vimportance relative des principaux besoins minéraux de B. mega- 
therium. Bien entendu, les concentrations limitantes indiquées 
colonne ¢ sont relatives au milieu témoin choisi, et spécialement 
4 sa concentration en glucose ; rappelons en effet que le glucose 
est le facteur limitant du milieu témoin. 


Discussion. 


Les auteurs antérieurs, qui ont étudié influence sur la sporu- 
lation des constituants du milieu, ont exprimé habituellement 
leurs résultats en termes de « stimulation » ou d’ « inhibition », 
sans distinguer les facteurs qui provoquent et ceux qui per- 
mettent la sporulation. 

Ainsi, Manteufel, 1940 et 1941 [13], a constaté que, en présence 
d’une quantité suffisante de glucides, le manque d’azote stimule 
et ’abondance d’azote inhibe la sporulation de Cl. acetobutylicum 
et de R. acetoethylicus. 

L’influence des sources de soufre et de phosphore ne parait 
pas avoir été étudiée. 

Quant aux cations, on a pu deécrire, dans des conditions 
diverses d’expérimentation qui expliquent les divergences : 


76 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


— une stimulation par: Na [8]; Na, K, Li, NH, [4); K [44]; 
NH,, Ca [44]; Mg [40]; K, Mg, Fe [5]. | 

— une absence d’effet stimulant par : Mg, Mn, Ba, Co, Pb, Ni, 
Al, Ge, Fe, Sn [4]. 

— une inhibition par : K, Li, NH,, Cs, Rb [2]; Na, K [47]; Na, 
Ca [45]; Ca [4]. 

Bien que se soient multipliés durant ces derniéres années les 
travaux sur les besoins minéraux des microorganismes, il en est 
encore peu qui soient consacrés aux Bacillacées. Webb, 1948 et 
1949 [46], a étudié V’influence du magnésium sur Ja division des 
Bacillacées, mais sans rapport avec la sporulation. 

Par ]’étude des pénuries en milieu synthétique, nous avons 
obtenu de nouveaux cas; ot la sporulation est manifestement une 
réponse a des facteurs externes. 

Mais il ne suffit pas de réaliser la limitation du taux de crois- 
sance, ou l’arrét du développement, pour entrainer dans tous les 
cas une sporulation totale. Si les conditions qui limitent la crois- 
sance ]ésent en méme temps trop profondément les bacilles ou 
quelques-uns parmi les bacilles, ceux-ci peuvent devenir inaptes 
a sporuler. Mentionnons ici comme une explication possible de 
Vhétérogénéité qui subsiste entre les germes d’une culture agitée 
et que manifestent les cas de sporulation partielle, une théorie 
de Hinshelwood, 1951 [9] développée pour rendre compte de la 
chute Jogarithmique de la viabilité dans les vieilles cultures. 

Nous reviendrons ultérieurement sur l’existence de constituants 
nécessaires 4 la sporulation. 


Conclusions. 


Dans des cultures agitées du variant A de la souche ML de 
Bacillus megatherium, chacun des constituants du milieu synthé- 
tique successivement est rendu, si possible, facteur limitant. 

La sporulation est entrainée par les pénuries du glucose (étudié 
dans un premier mémoire), du nitrate, du sulfate, du phosphate, 
du fer ou du zine ; mais non par celles du potassium, du magné- 
sium ou du manganése ; ni par les omissions dans la formule du 
milieu, du chlorure, du calcium ou du sodium, omissions qui 
d’ailleurs ne limitent pas la croissance. 

Dans une culture en voie de sporulation par pénurie de nitrate, 
V'addition de nitrate n’empéche pas la formation des spores de se 
poursuivre, ce qui indique, comme avec le glucose, une irréversi- 
bilité de la sporogénése ; puis de nombreuses spores germent. 

Dans le cas de la pénurie de phosphate, la sporulation n’est 
que partielle ; elle se produit alors qu’il reste du phosphate dans 
le milieu et n’empéche pas une croissance ultérieure des germes 
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non sporulés : il existe done encore une hétérogénéité entre les 
germes d’une culture agitée. 

Les cultures réalisées avee diverses concentrations de chaque 
constituant fournissent une indication sur l’importance des prin- 
cipaux besoins minéraux de B. megatherium. 


[17] BE. 
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APPLICATION DE LA RECHERCHE 
DES BACTERIOPHAGES A L’ETUDE DES EAUX POLLUEES 


1. — LA SURVIE DES ENTEROBACTERIACEES DANS LES EAUX. 
Il. — BACTERIOPHAGES DES EAUX A GRANDES ET PETITES PLAGES. 


par A. GUELIN 
favec la collaboration de J. GOZDAWA-LE BRIS] (’). 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage 
et Laboratoire Arago de Banyuls.) 


En septembre 1950, recherchant dans les eaux de la Méditer- 
ranée et de certains de ses affluents les bactéries et les bactério- 
phages du groupe intestinal, nous avons constaté la répartition 
inégale de ces derniers. En mer, au large ou dans les endroits 
peu fréquentés, les germes et les bactériophages étaient absents, 
alors que les prélévements faits dans les ports, a l’emplacement 
des baignades, etc., contenaient des bactéries du groupe intestinal 
ainsi que des bactériophages aclifs sur Salmonella typhi. 

Ces faits confirmaient les résultats obtenus précédemment avec 
les eaux de l’Océan et de la Méditerranée (Roscoff, Villefranche, 
Nice [42, 45] et permettaient en méme temps de faire quelques 
nouvelles observations sur le probléme des eaux polluées. 

La présence dans les eaux de bactériophages étroitement 
spécifiques pour les Salmonella et la possibilité d’avoir une esti- 
mation quantitative, ouvrent d’intéressantes perspectives dans un 
des domaines les plus difficiles de ’hygiéne publique : la détermi- 
nation de la contamination des eaux par un germe pathogéne. 
Une telle détermination reste, pour le moment, pratiquement 
impossible. Mais la méthode indirecte de la recherche des bacté- 
riophages dans les eaux permet d’envisager sa réalisation [7 
its a Dace Hib 

Les premiers essais de cette méthode se sont révélés  satis- 
faisants, mais son application pratique exige encore diverses 
recherches et, en premier lieu, des études d’ordre écologique. 
Il est certain que les propriétés des bactériophages isolés 
varient avec les régions, le climat et la composition des eaux. La 
survie dans les eaux des germes pathogénes et de leurs bacté- 
riophages sera influencée par les mémes facteurs. Enfin le choix 


re 


(“) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1951. 
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des souches standard, nécessaires pour l’isolement des phages 
spécifiques, exigera la connaissance des types bactériophagiques 
de S. typhi le plus souvent rencontrés dans une région donnée. 
Ces problémes, une fois résolus, rendront la méthode plus précise 
et permettront son application dans le domaine pratique. 

Quelques résultats des recherches écologiques concernant la 
survie des entérobactéries dans l’eau et certaines propriétés de 
différents bactériophages isolés de ces eaux, seront exposés dans 
ce mémoire. 


I. — La suRVIE DES BACTERIES DANS LES EAUX. 


Le probléme de la survie des bactéries pathogénes dans les eaux 
est particuliérement intéressant. Cette survie est-elle aussi longue 
que celle des bactériophages et peut-on affirmer la contamination 
actuelle des eaux d’aprés les phages isolés ? La réside toute la 
question, qui sera probablement résolue par les recherches quan- 
titatives des bactériophages spécifiques. Mais, avant tout, l’étude 
du comportement des bactéries dans les eaux est indispensable. 

La survie des bactéries pathogénes dans les eaux a déja été 
étudiée par de nombreux auteurs, mais les résultats de ces 
recherches ont été assez contradictoires. Certains affirment la 
disparition rapide des germes, d’autres, au contraire, les 
retrouvent aprés plusieurs semaines, voire des mois. 

Nombreux sont ceux qui ont essayé d’attribuer au bactério- 
phage l’auto-épuration des nappes d’eau, en vertu de son pouvoir 
lytique pour les bactéries qui s’y trouvent. Les observations déja 
anciennes de Hankin [18] sur la disparition du vibrion cholérique 
dans les eaux du Gange, et celles d’Eliava (V. d’Hérelle [49}) 
dans les eaux du Koura, ont été souvent interprétées comme une 
preuve de la présence des bactériophages dans ces eaux. 

Il est pourtant difficile d’admettre l’existence au sein d’une mer 
ou d’une riviére, de phénoméne de bactériophagie telle qu’on 
Vobserve au laboratoire. Ce phénoméne exige en premier lieu 
la présence de bactéries en vole de multiplication et une concen- 
tration élevée du bactériophage. Or, on peut se demander si, dans 
des conditions de climat moyen, les bactéries pathogénes peuvent 
se multiplier en masse et si la quantité de bactériophages peut 
étre augmentée jusqu’a la saturation d’un grand volume d’eau. 

Néanmoins, le rdle du bactériophage comme facteur indirect 
d’épuration des eaux n’est pas négligeable. Les recherches pré- 
cédentes nous ont montré [46] que les corpuscules phagiques se 
fixant sur les bactéries introduites dans l’eau ne provoquent pas 
leur lyse; mais ces bactéries porteuses de phages périssent 
dés qu’elles sont placées dans des conditions favorables a leur 
développement. Donc, un germe pathogéne, attaqué dans l’eau 
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par un bactériophage, reste indemne jusqu’au moment ou, intro- 
duit soit dans l’organisme, soit dans les aliments, il commence a 
se développer. A un moment donné, il peut étre détruit par le 
bactériophage développé a ses dépens. ; 

Les observations de Hankin et d’Eliava sur la disparition rapide 
des germes dans les eaux ne sont pas isolées. Déja en 18883. 
Giaxa [8] constatait que les entéro-bactériacées ne survivaient 
pas longtemps dans la mer. Frankland et Frankland [5] ont 
observé la survie de S. typhi et de E. coli dans les eaux de la 
Tamise, pendant trente-quatre a quarante jours, et dans les mémes 
eaux, mais stérilisées, jusqu’A soixante-dix jours. Konradi a 
évalué la survie du bacille typhique dans les eaux a quatre-vingt- 
dix jours environ. Soper n’a pas constaté de changement de 
virulence de S. typhi séjournant dans les eaux. Gartner (d’aprés 
Boujanowski) et Whiple [80] indiquent la possibilité de mullti- 
plication bactérienne dans les eaux. Kruse [22] affirme la dispa- 
rition rapide des germes typhiques et dysentériques dans les eaux ; 
d’aprés cet auteur, le vibrion cholérique résisterait plus longtemps. 
Boujanowski [2] trouve que les Entérobactériacées disparaissent 
dans l’eau de riviére au bout de trois semaines; dans les eaux 
stériles, on peut les retrouver apres six mois; l’auteur soutient 
la possibilité de multiplication des germes dans ces conditions. 
Beard et Meadowcroft {4} ont constaté une diminution rapide 
du bacille typhique et de E. coli dans l’eau de mer. Krassil- 
nikov {24] suppose l’existence d’un facteur bactéricide dans les 
eaux. Diénert et Guillerd [4] expliquent la purification de l’eau 
de mer par la sédimentation et la dilution des germes. Zo Bell [33] 
constate que, dans l’eau de mer, 99,9 p. 100 des bactéries 
disparaissent aprés deux jours. Wilson [84] passe en revue les cas 
de fiévre typhoide ot le bacille typhique a été retrouvé dans les 
eaux. Ostrolenk, Kramer et Cleverdon [24] ont constaté la longévité 
plus grande de l’entérocoque comparée a celle de E. coli. 
Guelin [14] indique la disparition des germes typhiques dans 
Veau d’étang au bout de trois a cing jours. 

Des le début de nos recherches il nous parut nécessaire de 
compléter l’étude du comportement des bactéries dans l’eau de 
mer par une étude du méme genre dans d’autres échantillons 
d’eau. Nous nous sommes servi, pour nos expériences, des échan- 
tillons prélevés : au large de Banyuls et a Port-Vendres (Médi- 
terranée) ; dans la Marne ; 4 une source (Dhuys-Raincy) et dans 
un étang (Gif-sur-Yvette) de la région parisienne, et enfin de l’eau 
javellisée de robinet de l'Institut Pasteur. Comme toutes ces eaux 
provenaient d’endroits éloignés les uns des autres, il était néces- 
saire de les réunir et de les placer dans des conditions identiques, 
afin d’éliminer autant que possible les facteurs extérieurs. C'est 
pourquoi des expériences de laboratoire s’imposaient. 
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Les eaux, prélevées en septembre et novembre, ont été 
conservées au laboratoire pendant deux ou trois mois avant d’étre 
utilisées. Au bout de ce temps, on observait généralement une 
diminution considérable de la flore bactérienne. Lorsque la 
présence de bactéries ou de bactériophages (coli 36) ne pouvait 
plus étre mise en évidence dans des échantillons de 0,01 cm’, les 
eaux étaient réparties dans des fioles bouchées avec du colon, a 
raison de 250 cm® par fiole. 

Des cultures bactériennes de vingt-quatre heures ont été failes 
soit sur une couche de gélose (S. typhi 4 et 556, S. paratyphi B, 
Shigella T, E. coli 36, Entérocoque El), soit en bouillon (tubes de 
Hall pour Cl. perfringens M et W), puis lavées avec l’eau de 
Péchantillon ou  centrifugées. Les bactéries étaient ensuite 
introduites dans les fioles (8 cm® pour les bactéries aérobies 
et 10 cm® pour le Cl. perfringens). Aération a ]’aide d’une pipette 
et titrages quotidiens soit sur plaques de gélose, soit en gélose 
profonde non glucosée. Entre les titrages, les fioles étaient 
conservées 4 12-15°, dans un placard fermé. Il est a noter que 
toutes les expériences ont été faites pendant les mois d’hiver, ce 
qui a permis d’éviter l’influence des températures élevées. 

Les titrages quotidiens des germes introduits dans les différents 
échantillons d’eau n’ont jamais montré la moindre augmentation 
du titre bactérien, ce qui indiquerait l’absence de développement 
de ces germes. Bien entendu, il n’est pas question ici de rejeter 
a priori tout développement bactérien dans leau. La multipl- 
cation possible de quelques germes, masquée par la disparition 
d’autres germes, peut passer inapercue avec la méthode de titrage 
par dilution. Des expériences avec des échantillons d’eaux plus 
riches en matiéres protéiques ot des bactéries moins exigeantes, 
peuvent certainement aboutir a une augmentation du titre ; mais, 
dans les conditions de nos essais, avec de |’eau de mer ou de 
riviere et avec les bactéries du groupe intestinal, nous n’avons 
jamais constaté la moindre multiplication. 

Dans les différents échantillons d’eau (eau de mer, de riviére, 
d’un étang ou eau javellisée), la survie des diverses bactéries 
aérobies ne présente pas de différences notables (sauf peut-étre 
en ce qui concerne Shigella, un peu moins résistante). Cl. perfrin- 
gens, seul anaérobie de nos expériences, disparait vite, malgré 
ses spores (1). 

Dans le tableau I sont indiqués quelques résultats représentant 


(1) Notons en passant que dans le travail précédent (Ces Annales, 
1950, 79), il faut remplacer le renvoi de la page 448, par la note 
suivante ; « Les souches 80 b et am 8, tout en ayant certains caractéres 
biochimiques différents de ceux de l’espéce perfringens, doivent néan- 
moins étre considérées comme Cl. perfringens ». 
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Tasteau I. — Survie des bactéries pendant la premiére semaine de 
leur séjour dans les eaux de mer, de riviére ou d’étang (moyenne 


exprimée en pourcentage). 


SOUCHES 


Salmonella ty Vi4. 
S. paratyphi B (Wol.) 
E. coli 36 

Shigella T . 
Entérocoque El 

Cl. perfringens M 


la moyenne de survie de chaque bactérie dans les différents 
échantillons. Le titre des bactéries aérobies diminue progressi- 
vement dés les premiers jours, puis descend brusquement vers le 
septiéme jour. Cette brusque diminution du titre s’accompagne 
de l’éclaircissement rapide du milieu, observé parfois en l’espace 
de quelques heures. 

I] est intéressant de noter absence totale de ce phénoméne dans 
les échantillons d’eau autoclavée. Méme aprés la disparition 
des germes vivants, l’opacité du milieu reste celle du début 
de Vexpérience. D’ailleurs, les bactéries se conservent dans 
ce cas des semaines et méme des mois. Leur titre ne diminue 
jamais brusquement vers la fin de la premiére semaine, comme 
nous le constatons avec les échantillons d’eau brute. Nous nous 
arréterons avec plus de détails sur cette question dans un prochain 
article. 

Il est difficile actuellement de se prononcer sur la nature exacte 
de Vautolyse bactérienne décrite ici. L’étude de ce phénoméne 
permetira peut-étre de mettre en évidence certaine propriété bac- 
téricide de l’eau, en dehors du bactériophage. 


II. — RecHercHES SUR LES BACTERIOPHAGES A GRANDES 
ET A PETITES PLAGES. : 


Comme nous l’avons dit ci-dessus, les échantillons prélevés au 
large de la Méditerranée ainsi que dans les eaux correspondant a 
des régions peu habitées de ses affluents, sont le plus souvent 
exempts de bactériophages. Par contre, les prélévements effectués 
dans les lieux plus fréquentés par homme contiennent des phages 
du groupe coli-typhique. 

D’aprés nos observations, les phages Vi ne se rencontrent 
que dans les endroits suspects au point de vue sanitaire. Comme 
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Mer face a la mairie ./Phages typhiques 4 et 556./Paratyphique B.| Coli 36. 
Mer face au laboratoire. Phages typhiques 556. Paratyphique B.| Coli 36. 
Mer face au sanatorium. |Phage. Coli 36. 
Mer au large de Banyuls.|Rien. 
Mer a Port Vendres. .|Phages typhiques 4 et 556./Paratyphique B.| Coli 36. 
Mer au large d’ Argeles. Rien. 
Source dans la mon- 
ERAGE ae ee es Rien. 
Riviére dans la mon- 
UBYG): Boag Shame Rien. 
Riviére face & Cosprons. | Phages. Paratyphique B.| Coli 36. 
Grau de Massane (ri- 
viére). : . .|Phages typhiques 4 et 556.|Paratyphique B.| Coli 36. 
Etang de Canne ‘(non 
abité)kewwertka ci. Rien. 
Etang de Sals (non 
IMIS) og oe bo Rien. 
Citerne Madeloc (mon- 
UNCON) boo & Go Rien. 


ces bactériophages sont actifs sur les bactéries du groupe Salmo- 
nella possédant l’antigene Vi, leur présence dans les eaux fait 
penser 4 une contamination plus ou moins récente par ces germes 
(ou au moins a un contact direct avec leur foyer). 

L’isolement de tels bactériophages nécessite des souches 
standard, étroitement spécifiques. Pour nos recherches, nous 
avons utilisé la S. typht Vi 4 (Wollman) et la S. paratyphi B 
(Wollman). Ces deux souches, bien que supérieures & nombre 
d’autres étudiées, ne représentent nullement toute la gamme, 
nécessaire a l’isolement de divers bactériophages Vi. Certains 
phages peuvent rester inactifs vis-a-vis de ces deux souches et 
leur présence dans l’eau passera inapercue. Pour |’application 
de la recherche des bactériophages a l'étude des eaux polluées, 
il est préférable d’avoir un ensemble de souches Vi. Bien choisies, 
chacune d’elles possédera des caractéres trés particuliers, de sorte 
que leur ensemble permettra l’isolement des bactériophages Vi 
les plus divers. 

Nos deux souches standard ne sont pas suffisantes pour ce 
but et d’ailleurs leur choix n’est pas définitif. La souche S. typhi 4 
a été choisie tout au début de nos investigations, quand l’idée 
méme de la recherche du bacille typhique dans les eaux a l’aide 
du bactériophage était trés discutée. La nécessité d’évaluer la 
sensibilité des souches typhiques non seulement vis-a-vis des hacté- 
riophages Vi, mais aussi des autres bactériophages, nous a obligée 
a élaborer une technique a part its 15], et la révélation de l’activité 
si étroitement spécifique de Ty 4 nous a permis de commencer nos 
recherches. 

Cette souche reste jusqu’ici la plus spécifique des souches Vi 
que nous avons étudiées. Cela ne veut pas dire qu’il faille la consi- 
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Tapteau ll. — Activité des bacteriophages a grandes et petites plages isolés des eaux. 
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dérer comme complétement dépourvue de toute sensibilité vis-a- 
vis des phages non Vi (2); nous verrons plus tard qu’elle peut 
ctre attaquée également par certains phages isolés au moyen du 
bacille paratyphique B, et il en existe certainement d'autres. 
Néanmoins, la souche garde sa valeur vu la rareté de ces cas, 
et peut étre utilisée pour les recherches préliminaires, a condition 
d’étre surveillée de pres. Aprés un certain nombre de passages 
elle commence 4 manifester une sensibilité vis-a-vis des phages 
non Vi. Comme exemple, nous indiquerons ici l’activité de 
quelques bactériophages sur divers échantillons de cette souche 
datant de 1946, 1948 et 1951. 


a A TS TE 


BACTERIOPHAGES 
SOUCHES = SS < faa] 
- ne = ©) ke <3 
i . r a ee ce 
= Ss bs ¥ g & a 
oubya e046. 9.) 4 ee + + 0 a 0 0 0 
Soubyer a, 1948 2 er ee ate — + 0 0 0 0 0 
Seine ey seas 1 Tor ee 6 + + 0 ok + 0 + 


Au cours de ses recherches épidémiologiques, Buttiaux [7] a 
remplacé cette souche par une S. ballerup qui ne posséde aucun 
antigéne somatique ou flagellaire, commun avec les Salmonella 
habituelles des régions ot les recherches ont été effectuées. 

L’isolement en septembre 1950, a4 Banyuls et dans ses environs, 
de bactériophages de Salmonella ne donnant que de petites plages, 
a attiré notre attention. La taille d’un bactériophage est un des 
facteurs qui détermine les dimensions de ses plages. On a observé 
depuis longtemps que la plage est d’autant plus petite que le 
corpuscule est plus grand, et vice-versa (Elford et Andrewes). 
Les travaux d’Eugéne Wollman et A. Lacassagne [82] sur la déter- 
mination de la taille des bactériophages par les rayons X ont été 
a Vorigine d’une série de publications concernant les rapports 
entre les diverses propriétés des phages et leur taille : Nicolle a 
constaté la résistance inégale des bactériophages de taille diffé- 
rente a action du frottement [28] ; Rouyer et Prudhomme [26] ont 
étudié l’action des rayons ultra-violets sur les grands et les petits 
bactériophages ; Guelin [9], Rouyer et Guelin [27], Wahl [29], leur 
sensibilité a la lumiére ; enfin Rouyer [25] a mesuré les vitesses de 


(2) Nous nous demandons d’ailleurs si de telles souches existent vrai- 
ment ; & moins de les créer a partir de certaines variétés du _ bacille 
typhique, ce qui, d’aprés nos premiers esSais, ne semble pas irréalisable. 
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passage des hactériophages de taille différente 4 travers la gélose 
étalonnée. 

En 1949, étudiant les bactériophages de S. paratyphi B donnant 
des plages de grandeur différente, nous avons constaté certaines 
particularités dans leur comportement vis-a-vis des souches du 
groupe Salmonella. C’est pourquoi l’uniformité des bactériophages 
de Banyuls a éveillé notre curiosité et nous a conduite a étudier la 
question de plus prés. En premier lieu, nous nous sommes 
préoccupée de compléter notre collection de bactériophages Salmo- 
nella par de nouveaux isolements dans différentes régions (Paris 
et ses environs, Normandie, Pyrénées-Orientales). Les bactério- 
phages a grandes et a petites plages ont ensuite été éprouvés 
vis-a-vis des différentes souches du groupe coli-typhique-dysen- 
térique. Les épreuves ont été faites sur plaques de gélose avec des 
filtrats bactériophagiques non dilués. 


Apres ljeur isolement, les bactériophages ont subi de 6,a 10 passages 
a partir d’une plage unique. Les filtrats bactériophagiques ont été 
préparés dans de l’eau peptonée glucosée, La S. typhi 4, la S. typhi 556 
et la S, paratyphi B ont été choisies pour l’isolement et la préparation des 
bactériophages. La souche de S. typhi 556 nous a été donnée par 
M™° Grabar, de l'Institut Pasteur. Les nombreux échantillons d’eaux ont 
été obtenus grace 4 l’amabilité de M. Coin, du Contrdle des Eaux de la 
Ville de Paris. L’eau d’étang nous a été envoyée par M. Pacaud, directeur 
du Laboratoire Hydrobiologique, Nous leur adressons nos vifs et sincéres 
remerciements pour leur aide, qui nous a été si précieuse. 


Il est intéressant de noter certaines influences saisonniéres sur 
la prédominance dans les eaux du bactériophage, soit a grandes, 
soit a petites plages. En septembre 1950, nous n’avons pu isoler 
a Banyuls et ses environs que des baclériophages a petites plages, 
mais six mois plus tard, en mars 1951, nos recherches avec la 
méme souche (S. paralyphi B) et aux mémes endroits ne donnaient 
que des bactériophages 4 grandes plages. Les prélévements faits 
dans la Seine, entre Paris et Rouen, en janvier 1951, ont donné 
des bactériophages mixtes. Ceux du mois de mai 1951 montraient 
presque exclusivement des bactériophages 4 grandes plages. II en 
avait été de méme, d’ailleurs, au cours de certaines observations 
inédites que nous avions faites en 1944 sur la répartition des 
bactériophages 4 petites plages dans l’eau de Seine pendant 
Vhiver. Au fur et & mesure que leur nombre diminuait, la quantité 
des bactériophages 4 grandes plages augmentait. 

Ces observations sont encore trop peu nombreuses pour en 
tirer des conclusions, mais l'étude de ce phénoméne s’impose, 
non seulement & cause de son intérét d’ordre général, mais aussi 


a cause de son importance pour les recherches sur |’ éventualité 
de la contamination des eaux. 
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Les résullats obtenus avec les épreuves des bactériophages 
Salmonella a plages différentes agissant sur des souches du groupe 
coli-typhique-dysentérique ont fait valoir la spécificité de nos 
deux souches standard et ont confirmé la valeur de la méthode 
préconisée antérieurement pour le choix de telles souches. 

En effet, d’aprés les résultats exposés dans le tableau II, on 
constate que les bactériophages a grandes plages isolés a l'aide 
de S. typhi 4 n’attaquent que les bacilles typhiques Vi. Jusqu’ici, 
nous n’avons jamais isolé les bactériophages a petites plages, a 
Vaide de cette souche. 

Avec une autre souche standard, S. parathyphi B, nous avons 
des bactériophages 4 grandes et a petites plages. Autant les 
premiers sont spécifiques, autant les seconds sont polyvalents. Si 
nous prenons des bactériophages a grandes plages, nous voyons 
que leur activité ne dépasse pas les limites de leur espéce : jamais 
ils ne lysent S. typhi, ni d’autres bactéries coli-dysentériques. Par 
contre, les bactériophages a petites plages attaquent, dans la 
plupart des cas, toute la gamme des bactéries du groupe intes- 
tinal : ils dissocient E. coli et les Shigella, n’épargnant pas de 
nombreux représentants des S. typhi Vi. 

La souche Vi 556 a été prise pour l’étude de son comportement 
vis-a-vis des phages de l’eau. On constate que les bactériophages 
le plus souvent isolés a l’aide de cette souche sont a petites plages. 
Ces bactériophages sont trés polyvalents. En général, ils attaquent 
non seulement les souches typhiques Vi, O, et paratyphiques, mais 
aussi les Shigella et Escherichia coli. Par contre, le seul bacté- 
riophage a grandes plages isolé s’est révélé trés spécifique. 

Ainsi que nous l’avons déja noté, des faits analogues ont été 
signalés par nous avec d’autres souches de S. paratyphi B [45], 
mais nous n’avions pas poussé trés loin ce premier travail, car les 
bactériophages étudiés provenaient tous du méme endroit. 

Nous avons essayé, mais sans résultat, de restreindre l’activité 
des bactériophages a petites plages, en les passant sur diverses 
bactéries du groupe intestinal (typhique-coll). 

Il est évident que ces observations demandent a étre complétées 
par l’étude comparée d’autres bactériophages. Cependant, ces 
premiéres observations concernant l’activité des phages isolés 
avec la méme souche, mais n’ayant pas la méme taille, révélent 
toute l’importance que peut avoir l’aspect des plages pour 
Vétude des eaux polluées par la méthode bactériophagique. 
L’isolement des bactériophages Vi a petites plages ne signifie pas 
toujours une contamination par Salmonella typhi ; ces bactério- 
phages peuvent tirer leur origine d’une souche non Vi. Seuls les 
bactériophages a grandes plages isolés avec des souches Vi 
standard permettent d’affirmer la pollution des eaux par des 


germes typhiques. 
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CONCLUSION. 


La survie des Entérobactériacées dans l’eau et l’activité des 
bactériophages de taille différente ont été étudiées. 

Dans les conditions de nos expériences, nous n’avons jamais 
observé la multiplication des germes dans les eaux. 

Vers la fin de la premiére semaine, on constate une diminution 
brusque du titre, qui traduit l’autolyse bactérienne. Ce phénoméne 
est observé de la méme facon dans les eaux brutes de mer, de 
riviere, d’étang, ou l’eau javellisée. 

Les bactériophages de Salmonella a grandes plages isolés des 
eaux se révélent étroitement spécifiques, tandis que les  bacté- 
riophages a petites plages sont trés polyvalents. L’activité des 
premiers se limite au groupe dont le représentant a servi a leur 
isolement ; d’autres attaquent en général tout le groupe colt- 
typhique-dysentérique. Ce fait montre lintérét que présente 
l’aspect d'une plage pour |’étude des eaux polluées par la méthode 
bactériophagique. 
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RECHERCHES CYTOLOGIQUES 
SUR UN BACILLUS MEGATHERIUM LYSOGENE 
AU COURS DU DEVELOPPEMENT DU BACTERIOPHAGE (') 


par Bertnze DELAPORTE et L. SIMINOVITCH (’). 


(Laboratoire de Cytologie végétale de I’ Ecole des Hautes Etudes 
et Service de Physiologie microbienne, Institut Pasteur.) 


Des cultures de Bacillus megatherium lysogéne soumises a un 
rayonnement ultra-violet continuent 4 se développer a vitesse 
réduite, puis se lysent en libérant des bactériophages [4]. Quelles 
sont les modifications de i’élément nucléaire et du cytoplasme 
au cours de la phase latente qui sépare le choc inducteur de 
la lyse ? 

Matériel et techniques. — Nous avons utilisé la souche 899 qui 
a été mise en ceuvre suivant la technique classique [2]. Une 
culture en vole de croissance exponentielle en milieu levuré 
caséiné a été irradiée, puis agitée dans une fiole d’Erlenmeyer au 
bain-marie 4 37°C. La courbe de croissance a été suivie et 
des prélévements effectués avant Virradiation et durant toute 
lexpérience. 

Les prélévements ont été fixés a l'état humide par les vapeurs 
de tétroxyde d’osmium pendant trois 4 cing minutes, puis étalés 
sur lame. Aprés dessiccation a l’air libre, ils sont traités par 
HCl N froid pendant soixante secondes, hydrolysés par HCl N 
a 60° C pendant dix minutes, remis dans HCl N froid pendant 
quelques secondes, lavés, puis colorés, soit par le réactif de 
Schiff pendant cing 4 six heures, soit par le Giemsa, enfin montés 
sous Jamelle. Aprés coloration par le Giemsa, la substance 
nucléaire prend une teinte violet foncé tandis que Je cytoplasme 
est d’un rose vif. 

Pour la commodité de ]’exposé, l’élément nucléaire sera appelé 
noyau. 

‘Le matériel soumis 4 l’expérience (fig. 1 a 3, 12) (2) était cons- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 10 mai 1951. 
(1) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Institute 
of Health des Etats-Unis d’ Amérique. 


(2) Les figures 1 4 11 se trouvent sur Ja planche hors-texte. 


BACILLUS MEGATHERIUM LYSOGENE 9f 


titué par des batonnets groupés deux par deux, souvent incom- 
plétement séparés ; chacun d’eux avait en général 1,2 a 1,4 p de 
large sur 4 4 6 w de longueur, quelquefois davantage. L’examen 
cytologique montre que chacun de ces bAtonnets est constitué 
soit par un élément bactérien unique avec un seul noyau sous 
forme d’un filament axial disposé suivant le grand axe de la 
cellule sur preque toute sa longueur (fig. 3 a gauche, 12, b en 
haut, ¢ et d), soit par deux articles plus ou moins complétement 
séparés par une cloison transversale (fig. 1, cloison bien visible 
a gauche, peu visible 4 droite, 2 et 3 a droite, 12 a en haut, 
b en bas, f). L’appareil nucléaire est dans ce cas un filament 
axial court (fig. 12b en bas) ou en division, et présente alors une 
forme en haltére caractéristique (fig. 1, 2 a droite, 12 a en haut, 
f en bas). Dans ce dernier cas, le batonnet renferme 4 noyaux 
et peut étre considéré comme formé de 4 bactéries potentielles 
en cours de division. Un batonnet de 5 w de longueur et de 
1,2 » de largeur peut done renfermer 4 noyaux. Ceux-ci se pré- 
sentent alors, non plus sous la forme d’un filament, mais d’un 
granule d’environ 0,3 a 0,4 uw de diamétre. Dans le cas d’un 
batonnet ayant 8,6 » de longueur et correspondant a 1’ ébauche 
de 4 bactéries, chacun des noyaux a la forme d’un court batonnet 
trapu d’environ 1,4 w de long et 0,4 uw de large, situé en long 
selon le grand axe du microbe, qui présente déja souvent un 
début de division par un aspect en haltére. La figure 12 g montre 
dans le batonnet du bas 4 éléments nucléaires en voile de division, 
dans celui d’en haut, 1 élément nucléaire en voie de division, 
2 éléments nucléaires formés par une division récente et si rap- 
prochés quwils sont en forme de petits batonnets transversaux, 
el un autre élément nucléaire dans le haut. Les sphérules parais- 
sant vides sont des emplacements de globules lipidiques (l). 
Tous ces aspects sont ceux que l'on trouve normalement dans 
des cultures de B. megatherium contenant trés peu de globules 
lipidiques. 

Immédiatement aprés irradiation, Vaspect des bactéries est 
exactement Je méme et demeure tel pendant plusieurs minutes. 
Durant la période ov les noyaux conservent un aspect normal, 
on constate que Jes bactéries s’allongent, que les deux batonnets 
qui étaient liés se séparent, tandis que chacun se divise en deux, 
reprenant alors l’aspect présenté au début de lexpérience. 
Comme les divisions et séparations de batonnets ne sont pas 
concomitantes pour l’ensemble des batonnets de la culture, 11 
est difficile d’estimer ainsi le nombre des divisions, mais il est 
évident qu’il ya croissance et séparation de batonnets aprés 
Virradiation. 

Lwoff, Siminovitch et Kjeldgaard |2] ont examiné des bactéries 
se développant en microgouttes aprés irradiation et ont vu deux 
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divisions. Nos observations sur des bactéries fixées sont donc 
en harmonie avec celles faites sur le matériel vivant. Les divi- 
sions observées sur le vivant aussi bien que sur les préparations 
pourraient correspondre a deux cloisonnements successifs d’une 
bactérie tétranucléée. Y a-t-il division nucléaire aprés induction ? 
I] est impossible pour le moment de répondre a cette question, mais 
notre impression est que cette réponse sera négative. 

La taille des bactéries augmente, elles atteignent 1,7 » de lar- 
geur et généralement 9 a 14 » de longueur, quelquefois méme 
davantage. L’on y voit de plus en plus fréquemment un seul 
noyau sous forme d’un long filament axial occupant toute la lon- 
gueur du batonnet entre la dixiéme et la vingt-deuxiéme minute. 
Ce filament est peut-étre le résultat de l’allongement d’un élé- 
ment nucléaire unique, mais il pourrait aussi résulter de la fusion 
des quelques noyaux se trouvant a4 Vintérieur d’un méme 
batonnet non cloisonné. Une telle fusion des noyaux a I|’inté- 
rieur d’un méme article a effectivement été vue au début de 
Vinfection de B. cereus par des bactériophages [38]. Dans les 
conditions de nos observations, il est difficile de savoir si une 
telle fusion a réellement lieu chez B. megatherium. Les phéno- 
meénes décrits se sont déroulés entre Virradiation (temps O) et 
la dix-septiéme minute. C’est & ce moment qu’apparaissent les 
premiéres images anormales. 

Entre la dix-septi¢me et la vingt-deuxiéme minute on observe, 
dans quelques batonnets, le début d’une hypertrophie du filament 
axial nucléaire. Seules certaines régions sont tout d’abord 
élargies (fig. 4-6, 13). Puis la chromatine du filament axial semble 
se porter a la périphérie d’une sorte de cylindre qui occuperait 
la région centrale du batonnet (fig. 14). Des zones plus colorées 
persistent un certain temps, puis toute la partie interne prend 
une teinte homogene (fig. 7, 15). On voit alors un cylindre occu- 
pant l’axe central de la bactérie et dont le diamétre est d’environ 
le tiers de la largeur bactérienne (fig. 8, 9, 17). Aprés coloration 
au Giemsa, le cylindre est uniformément violet, mais aprés colo- 
ration par la technique de Feulgen la réaction nucléale n’est 
nettement positive qu’a la périphérie du cylindre axial ; encore 
rest-elle pas homogéne: seuls de minuscules granules sont 
colorés en rouge violet (fig. 16). La partie centrale de ce cylindre, 
apres réaction de Feulgen, est d’un rose trés pale ; elle pourrait 
done renfermer une quantité trés faible de substance donnant la 
réaction nucléale, mais on a l’impression que la plus grande 
partie, sinon la totalité, du matériel se colorant en rouge violet 
est rassemblée dans les granules situés a la périphérie. 

Cette forme particuliére de la substance nucléaire, cylindre 
axial coloré en violet foncé par le Giemsa, s’observe de plus en 
plus fréquemment. Ce sera, vers la trentiéme a la quarantiéme 
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minute, l’aspect visible dans toutes les bactéries (figa-849517). 
Les batonnets, soit isolés, soit groupés par deux, ont alors une 


Fie: 2. 


largeur d’environ 1,7 w. ‘Leur longueur est le plus souvent de 
10 4 15 w, mais peut atteindre 20 a 50 w. A ce moment, le cylindre 
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nucléaire central occupe toujours le tiers de la largeur de la 
bactérie. Il est entouré d’une couche d’épaisseur régulitre de 
cytoplasme qui se colore en rose par le Giemsa. La réaction 
nucléale n’est toujours positive qu’au niveau des granules situés 
i la périphérie du cylindre. A aucun moment des éléments se 
colorant en rouge violet par la méthode de Feulgen n’appa- 
raissent dans le cytoplasme. 
Nous verrons tout 4 l’heure les réserves qu’il convient de faire 


10 20 30 40 50 MINUTES 
Fig. 4. 


au sujet de la nature de Vorganite central que nous avons jus- 
qu’ici appelé noyau. 

C’est aux environs de la quarantiéme minute que commence 
la lyse bactérienne. A partir de ce moment on voit des bactéries 
de forme irréguliére. Leur contour est onduleux (fig. 10, 11, 18). 
Tout se passe comme si la membrane avait perdu sa rigidité sur 
quelques points ou sur la plus grande partie de sa surface. A en 
juger par la rareté de ces images, c’est la un état fugace qui 
précéde de peu la lyse. Avant la disparition des bactéries on peut 
voir encore, cependant, le cytoplasme se désagréger (fig. 10 
4 gauche, en haut, et deuxiéme batonnet a partir de la droite, 
11 a gauche, 18). Les bactéries ayant perdu leur cytoplasme 
peuvent avoir alors a peine 1p de large (fig. 10, deuxieme 
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batonnet a droite) et il y a disparition presque concomitante du 
cylindre axial. Sur la figure 11, a gauche du batonnet ot débute 
la lyse, on voit quelques restes d’ un grand batonnet coudé et, 
plus 4 gauche, un peu plus haut, des traces d’un batonnet droit. 
Trés rapidement les bactéries disparaissent sans laisser de 
traces décelables par les techniques utilisées. Nous avons vu 
plusieurs fois, autour de résidus que nous interprétons comme 
des bactéries en voie de lyse, de minuscules granules, colorés 
en violet par le Giemsa, et dont la taille semble voisine d’1/10 
de wu, c’est-a-dire correspond a celle du _ bactériophage de 
B. megatherium. Rien ne nous permet d’affirmer que ces gra- 
nules représentent des bactériophages. 


Discussion. — L’étude cytologique de B. megatherium induit 
confirme donc les conclusions tirées des observations sur le 
vivant [4], des mesures de densité optique [4] et des études 
chimiques [4]. Il y a bien, aprés induction, au cours de la Urs 
latente, croissance et multiplication bactériennes. 

Il est intéressant de comparer les aspects cytologiques et |’évo- 
lution de l’acide désoxyribonucléique. Sur la figure ci-contre, on 
a représenté la croissance bactérienne mesurée par densité 
optique, la teneur en acide désoxyribonucléique et les aspects 
cytologiques en fonction du temps. On sait que la teneur en 
acide désoxyribonucléique reste d’abord constante aprés |’induc- 
lion, puis augmente rapidement [4]. On voit que la période 
correspondant a un aspect cytologique normal est celle ot i 
ne se produit pas de synthése d’acide désoxyribonucléique. La 
deuxiéme période, caractérisée biochimiquement par une syn- 
thése rapide de cette substance, est celle précisément ot lon 
observe les aspects d’hypertrophie nucléaire. 

D’aprés McLauchlan, Clark et Boswell [5], les dimensions de 
la téte du bactériophage de B. megatherium sont de 40 x 10 mu (1). 
Le diamétre du cylindre axial de B. megatherium est de 0,5 u 
environ. Si 100 phages étaient répartis de facon confluente a la 
surface d’un cylindre de 0,5 p de diamétre, la hauteur du -cylindre 
occupé par le phage serait de 1 p. Nous avons pris le chiffre 
de 100 qui correspond a des rendements unitaires observés en 
microgouttes sur des bactéries isolées de taille moyenne. I] est 
possible que ce rendement soit plus élevé pour des bactéries trés 
hypertrophiées comme celles qui ont été observées cytologique- 


(1) Nous avons constalé tout récemment que le bactériophage de notre 
souche 899 posséde une téte subsphérique de 50 my de diamétre et une 
queue de 250 my de longueur. Il est donc différent de celui observé 
par nos prédécesseurs [5]. Mais notre raisonnement reste cependant 
valable. 
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ment. Un rendement unitaire de 200 a effectivement été constaté 
quelquefois [2]. On voit que 200 et méme 400 bactériophages 
peuvent trés bien trouver leur place a la surface du noyau hyper- 
trophié qui est un cylindre de 0,5 » de largeur sur 6 a 10 » de 
longueur. Ils n’y occuperaient méme pas toute la surface dis- 
ponible. Les granules non confluents donnant une réaction de 
Feulgen positive, observés a la périphérie du cylindre axial, 
pourraient done fort bien étre les bactériophages. 

Chez Escherichia coli infecté par les bactériophages T,, T,, 
T, ou T,, le noyau se disperse dans le cytoplasme vers la qua- 
triéme-dixiéme minute [6, 3]. Il en est de méme chez B. cereus 
infecté [8]. Chez B. megatherium 899 le noyau s’hypertrophie, 
mais persiste, bien individualisé. Les préparations donnent 
Vimpression que les bactériophages sont disposés a linterface 
noyau-cytoplasme, sans que |’on puisse, bien entendu, dire si 
les granules Feulgen-positifs observés a la fin de l’évolution du 
bactériophage sont intra- ou extranucléaires. 

Une remarque s’impose ici. L’organite que l’on observe aux 
lieu et place du noyau est-il bien un noyau hypertrophié ? Quelle 
est la proportion des éléments du noyau primitif dans cette struc- 
ture ? C’est ce qu'il est impossible de dire pour le moment. Mais 
Vhypothése doit étre envisagée selon laquelle Vorganite central 


représente pour la plus grande part une figure de développement 
du bactériophage. 


Résumé. — Aprés irradiation ultra-violette de Bacillus mega- 
therium lysogéne, l’aspect cytologique des bactéries reste normal 
pendant dix-sept minutes environ, les bactéries s’allongent. Il y 
a ensuite hypertrophie nucléaire et cytoplasmique. Pendant la 
lyse, Vacide désoxyribonucléique est localisé, sinon exclusive- 
ment, du moins principalement, a la périphérie du corps central. 
Il s’y trouve sous la forme de fins granules qui pourraient étre 
des bactériophages. Aucun corpuscule donnant une réaction de 
Feulgen posilive n’est visible dans le cytoplasme. 
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EXPLICATIONS DES FIGURES 


Photographies : grossissement & 2 500 Colorations au Giemsa. 
Dessins : grossissement x 2 500. Colorations au Giemsa, sauf figure 16 : Feulgen. 


1, 2, 3. — Avant lexpérience. 

4, 5, 6. — Vingt-huit mioutes aprés lirradiation; batonnets plus longs avec un 
unique filament axial nucléaire, présentant un a trois élargissements locaux. 

7. — Quarante minutes aprés Virradiation; l’élargissement du filament axial 
est réalisé sur presque toute sa longueur. 

8. — Id.; formation du cylindre central. 

9. — Id; cylindre axial régulier occupant toute la région centrale des bAtonnets. 


40. — Quarante-quatre minutes apres lirrauiation ; le balonnet de gauche en haul 
montre le début de la lyse, la membrane disparait, le cytoplasme devien 
lache et salvéolise, le cylindre axial est encore presque intact. Dans le 2° 
batonnet a partir de la droite, le cytop!asme latéral a presque complétement 
disparu. 


11. — Id.; Le batonnet de gauche commence a se lyser: gonflement local du 
cytoplasme. A Vexlrémité gauche de ce batonnet : une bactérie en voie de lyse 
avancée dont il reste une vague silhouette coudée; un peu plus haut ure 
autre presque complétement disparue dont il ne reste que quelques traces 
suivant une ligne presque droite. 


42. — Divers aspects de bactéries juste avant Virradiation. (Voir explications 
dans le texte). 

13. — Dix-sept minutes aprés lirradiation. (/9 + 17). 

44. — ly + vingt-deux minutes. 

45. — f) + vingt-huit minutes. 

16 — /) + vingt-huit minutes. Feulgen. 

47. — to + quarante minutes. Toutes les bactéries montrent un bei cylindre 


axial trés régulier. 


48. — Quarante-quatre et quarante-huit minutes aprés lirradiation. Disparition 
de la membrane, du cytoplasme puis de la substance chromatique. 
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SUR DEUX ESPECES ANAEROBIES NOUVELLES 
LEPTOTRICHIA HAEMOLYTICA n. sp. 
TERMINOSPORUS INDOLOGERES n. sp. 


par V. BEZJAK. 


(Institut de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Zagreb.) 


Dans la littérature médicale, en particulier dans les journaux 
francais, on trouve parfois des descriptions de nouvelles espéces 
anaérobies, surtout de nature saprophytique. Le but de ce mémoire 
est de montrer qu’en pathologie humaine, on trouve couramment 
des bactéries anaérobies, ne figurant pas encore parmi les espéces 
classées, et qu'il n’est pas possible d’identifier, Mais il est évident 
que des microbes pathogénes nouveaux peuvent appartenir a 
des genres ne comprenant jusqu’ici que des microbes saprophytes. 

Au cours de l’année 1949, a l’occasion des examens bactério- 
logiques de deux prélévements de pus, nous avons pu isoler 
deux espéces anaérobies non deécrites jusqu’ici. Il s’agissait 
d’anaérobies Gram-négatifs appartenant aux genres Leptotrichia 
et Terminosporus, dont voici la description : 


Leptotrichia sp. 


Il s’agit d’une souche isolée a |’état pur du pus collecté de la 
cavité péritonéale au cours d’une laparotomie pour péritonite. 
La malade, hospitalisée pour septicémie post-abortum (criminel), 
mourut quelques heures aprés |’opération. 

Voici la description de cette souche : 

Morphologie. — Dans le pus, le microbe se présente comme 
un batonnet droit, immobile, Gram-négatif, isolé, en général long 
de 1,5 » a3 p, sur 0,6 w de large. Quelques rares formes sont 
allongées (jusqu’a 6 yw) et présentent l’aspect d’une chainette de 
streptocoque (coloration non uniforme). Colorés par la méthode 
de Giemsa, les batonnets courts présentent une coloration bipo- 
laire, tandis que les formes longues possédent des granulations 
métachromatiques. Pas de spore, pas de capsule. 

En culture, la morphologie varie suivant les milieux de 
culture employés. Sur gélose au sang, nous pouvons trouver, en 
dehors des formes déja décrites, des batonnets courts avec des 
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renflements ovoides. En bouillon glucosé, la morphologie est la 
plus caractéristique : des batonnets minces (0,5 p), courts, possé- 
dant des granulations métachromatiques, 4 extrémités arrondies 
ou pointues ; des batonnets fins, longs (jusqu’a 10 yw), pouvant 
posséder des granulations métachromatiques, ou étant colorés 
uniformément et sans granule ; des batonnets plus larges (0,8 u) 
pouvant étre courts et 4 coloration bipolaire (en navette) ou courts 
el plus longs, mais vacuolisés. 

Caractéristiques : immobile, ni cil, ni spore, pas de rami- 
fication, pas de bifurcation ; granulations métachromatiques. 

Physiologie. — Anaérobie microaérophile, poussant trés bien 
a 37° C et ne pouvant pas pousser a la température ordinaire ; 
longévité trés faible. 

Culture. — Ce microbe croit bien dans les milieux habituels ; 
non sérophile, non gazogéne. 

Gélose de Veillon: il pousse jusqu’A 1 cm au-dessous de la 
surface; les colonies, du type lenticulaire, peuvent atteindre 
1 mm. 

Gélose inclinée (dans le vide): les colonies rondes, translu- 
cides, petites, atteignent en trois jours un diamétre de 1 mm. 

Gélose au sang: colonies petites, rondes, réguliéres, trans- 
lucides, graciles, entourées d’une zone d’hémolyse Bp; pas de 
« satellite phenomenon ». 

Bouillon glucosé: d’abord un dépét faible de flocons, plus 
tard un léger trouble ; pas de gaz, pas d’odeur. 

Tryptophane-bouillon + trouble uniforme et léger ; pas d’indol. 

Gélatine : pas de liquéfaction. 

Pouvoir pathogéne expérimental. — La souris inoculée par 
voie péritonéale avec la culture en bouillon n’a présenté aucun 
symptome de maladie, mais l’animal mourut en un mois. A 
Vautopsie, on découvre les lésions suivantes du foie: le lobe 
gauche trés augmenté de volume et caséeux presque en totalité ; 
nodule hépatique atteignant la grosseur d’une cerise, ayant 
une couleur jaune-verdatre, avec le contenu d’une consistance 
caséeuse ; a cet endroit, le foie est adhérent au péritoine abdo- 
minal et diaphragmatique. Les ganglions lymphatiques et mésen- 
tériques au voisinage du foie sont augmentés de volume et ont 
le méme aspect que le nodule du foie. Dans le pus caséeux du 
foie, on trouve les corps microbiens caractéristiques de 
Leptotrichia, mais la culture échoue. 

Habitat. — Voies génitales de la femme ? 

Taxonomie. — Comme il résulte de cette description : batonnet 
droit, Gram-négatif, a extrémités arrondies ou pointues, cyto- 
plasme finement vacuolisé, ni spore, ni ramification, renfle- 
ments ovoides, granules métachromatiques, il s’agit indiscuta- 
blement d’une espéce appartenant au genre Leptotrichia Trevisan 
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1879, famille des Spherophoraceae Prévot 1938. D’aprés Prévol 
(1948), le genre Leptotrichia comprend actuellement trois espéces 
anaérobies, 

Notre souche se distingue de toutes les trois : 

1° L. innominata (sérophile, colonies irréguliéres ramifiées, 
gaz). 

2° I. tenuis (anaérobie strict, colonies rondes et flocon- 
neuses), 

3° L. vaginalis (anaérobie strict, sérophile, non pathogéne 
pour la souris). 

Ainsi, il s’agit bien d’une espéce nouvelle pour laquelle nous 
proposons le nom de Leptotrichia haemolytica en raison du carac- 
tere par lequel on peut distinguer cette espéce des trois autres 
espéces de Leptotrichia. 

Leplotrichia haemolytica représente done la quatriéme espéce 
a lVintérieur de la classification de Prévot, avec les caractéres sui- 
vants : non sérophile, microaérophile, colonies lenticulaires, pas 
de gaz, gélaline non liquéfiée, pathogéne, hémolytique. 


Terminosporus sp. 


Il s’agissait d’une malade opérée d’un cancer du gros intestin. 
A la suite de l’opération, survient une septicémie légére et un 
abcés de la paroi abdominale dans la région de ]’incision. L’ana- 
lyse bactériologique du pus fétide contenu dans cet abcés nous 
a permis d’isoler un streptocoque anaérobie et une nouvelle 
espéce anaérobie dont voici la description : 

Morphologie. — Dans le pus, batonnets droits et légérement 
incurvés, longs de 3 wu 4 4 pw sur 0,6 uw. Colorés par la méthode de 
Giemsa, les batonnets sont plus minces (0,4 w a 0,5 uw) ; quelques- 
uns possedent des granules métachromatiques. 

En culture, le polymorphisme se décéle dans le bouillon glucosé. 
La coloration par la méthode de Giemsa donne en général des 
formes un peu plus larges (0,8 uw), mais plus courtes, présentant 
une coloration bipolaire (le cytoplasme bleu pale, les granules 
rouges). Sur les milieux solides, les formes courtes mesurent 3 p 
a5 pw sur 0,7 pw, les formes longues 5 w a 7 p avec des spores 
terminales rondes deux A trois fois plus larges que le batonnet 
(1 » 4 1,5 uw). Les formes plus courtes sont fréquemment disposées 
en palissade. 

Caractéristique : mobile (surtout aprés croissance sur gélose 
au sang), sporulé, granulations métachromatiques, Gram-négatif. 

_ Physiologie. — Anaérobie strict, pousse bien a 37° C, ne pousse 
ni a la température ordinaire, ni a 46° C. 
Cullure. — Gazogene et légérement fétide. 
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Gélose de Veillon : colonies petites, lenticulaires, pas de gaz. 

Gélose : pas de culture. 

Gélose au sang: aprés trois jours d’incubation, Jes colonies 
sont d’un diamétre de 2 mm, humides, grisatres, rondes, avec 
des marges iréguliéres; les bacilles possedent la propricté 
d’envahir toute la surface comme le Proteus. 

Bouillon glucosé : troublé uniformément, odeur désagréable. 

Tryptophane-bouillon : troublé, produit indol et H,S. 

Gélatine : pas de culture. 

Lait : acidifié et coagulé en deux jours, gaz. 

Protéines coagulées : non attaquées. 

Glucides : saccharose (en deux jours), maltose et glucose (en 
trois jours), lactose (en cing jours), fermentés avec gaz et acidifi- 
cation, mannite non fermentée, 

Pouvoir pathogéne. — La souris inoculée par vole péritonéale 
avec la culture en bouillon, n’a présenté aucun signe de maladie 
pendant un mois. 

Habitat. — Probablement intestin humain. 

Taronomie, -— ‘La description morphologique de cet anaérobie 
montre qu’il s’agit sans conteste d’une espéce du genre Termi- 
nosporus Prévot 1938, qui comprend actuellement sept espéces. 
Notre souche ne correspond a aucune d’elles et se distingue de : 

1° T. raabi (batonnets longs, non gazogéne). 

2° T. thermosaccharolyticus (thermophile). 

83° T. cellobioparus (mannitol fermenté). 

4° T. thermocellulolyticus (thermophile et cellulolytique). 

5° T. cellulosam-fermentans (spores ovales, glucides non fer- 
mentés, cellulolytique). 

6° T. thermocellus (thermophile et cellulolytique). 

7° T. kluyveri (spores ovales, glucides non fermentés). 

Il s’agit done d’une espéce nouvelle pour laquelle nous propo- 
sons le nom de Terminosporus indologenes ; elle représente la 
huitiéme espéce du genre Terminosporus Prévot, groupe B 
(especes gazogénes), caractérisée par les propriétés suivantes : 
spores rondes, gazogéne, indol, H,S, glucidolytique, non 
pathogéne. 
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COMMUNICATIONS 


ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE 
DE LA ;y-PYRIDINE-ALDEHYDE-THIOSEMICARBAZONE 
(G.527), 
ISOMERE DU G.469. 


par C. LEVADIT!, A. GIRARD, A. VAISMAN et A. RAY. 


(Unstitut Alfred Fournier.) 


Nous avons étudié dans des travaux antérieurs [41] l’activité bactério- 
statique qu’exerce in vitro la £-pyridine-aldéhyde-thiosemicarbazone 
(G. 469) sur Mycobacterium tuberculosis, de méme que les effets 
curatifs de ce dérivé dans l’infection bacillaire de la souris. Ayant 
préparé la y-pyridine-aldéhyde-thiosemicarbazone (G. 527), isomére du 
G. 469, et dont la formule est : 


CH = N—NH—€C—NH, 
| 
| NS) 


x 


nous l’avons soumise 4 des essais analogues. La présente note résume 
les résultats enregistrés. Rappelons que ce dérivé a été déja étudié par 
Grunberg et Leiwant [2] ; les résultats de ces auteurs ont été publiés 
alors que nos essais étaient en voie de réalisation. 


I. AcTIVITE BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE in vitro. — a) Mycobac- 
terium tuberculosis souche virulente H512 (milieu Dubos). Dose 
minima statique : 250 mg/l; dose minima microbicide (repiquage) 
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250 mg/I ; b) souche homogéne S. A. P. C. (milieu Lockmann). Dose 
minima statique : 125 mg/l; dose minima microbicide (repiquage) 
250 mg/1. 


II. Errers THERAPEUTIQUES in vive. — Tolérance : quelque peu infé- 
rieure a celle du G. 469. 


TrecHNIQUE. — Des souris sont contaminées, par voie intraveineuse, 
avec 1 mg (par animal de 20 g) d’une culture de B. K. H 512 sur milieu 
Lowenstein agée de quatre semaines. Deux lots : le premier est cons- 
titué d’animaux infectés, mais non traités, servant de témoins ; le 
second, de souris traitées (voie orale) par 2 mg de G. 527 par 20 g, admi- 
nistrés quotidiennement (1). Les animaux survivants sont sacrifiés le 
cinquante et uniéme jour. Evaluation du taux de mortalité, examen 
des animaux du point de vue lésionnel et quant A la teneur bacil- 
laire de leurs organes. Notation des résultats selon le mode utilisé dans 
nos travaux antérieurs. 


REsuLtTats. — 1° Souris témoins. 

a) Mortalité (entre vingt-trois et cinquante et un jours, avec un 
maximum entre vingt-trois et trente-neuf jours) : 100 p. 100. 

b) Altérations microscopiques pulmonaires : ++ = 6,6 p. 100; 
++++ Ao = 93,4 p. 100. 

c) Tauz bacillaire des poumons : + — = 6,6 p. 100; +++ a @ 
= 93,4 p. 100. 

Donc, infection térébrante et constamment mortelle. 

2° Souris traitées. 

a) Mortalité (entre trente-sept et cinquante et un jours) : 53 p. 100. 
Survie : 47 p. 100. Comparée 4 celle des sujets témoins, cette mortalité 
a eu ceci de particulier qu’elle est survenue bien plus tardivement ; 
elle n’est apparue, en effet, qu’a partir du trente-septiéme jour, tandis 
que chez les souris-tests elle a débuté dés le vingt-troisiéme jour. 

b) Altérations microscopiques. — Poumon : + — = 11,7 p. 100; 
Age SS Sup 100. Foie sO). ps 100) 4) 29) py 100: 
Rein : + a4 ++++ = 17 p. 100. Ces altérations ont offert les parti- 
cularités suivantes : 

Poumon. — Ensemble de lésions, consistant en une atélectasie asso- 
ciée a de ]’exsudation intra-alvéolaire et accompagnée d’emphyséme, 
contrastant avec une apparition discréte de follicules monocytaires et 
un trés faible taux bacillaire (v. ci-aprés). De telles lésions témoignent 
en faveur d’un effet toxique du médicament ; leur intensité s’accroit 
proportionnellement & la durée. du temps de survie. 

Foie. — Chez certains animaux, le foie montre de la lipidose et de 
l hépatite dégénérative ou inflammatoire. 

Rein. — Néphrite épithéliale et interstitielle. 

Il en résulte que le G. 527 est, toxique a la longue, sa nocivilé se 
traduisant par des modifications tissulaires intéressant le poumon, ‘e@ 


foie et le rein. 
(1) Les auteurs américains administrent le médicament incorporé aux 


aliments ; il s’agit 1a, selon nous, d’une méthode relativement moins pré- 
cise que celle que nous utilisons (sonde gastrique). 
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c) Taux bacillaire. — Poumon : entre 0 et + = 58,17 p. 100 ; entre 
+ et +++ = 41,83 p. 100. Foie et rate : bacillose trés faible 
(0 a +—-—), mais constante. 

Donc, taux bacillaire faible dans un peu plus de la moitié des cas, 
mais intense dans les autres. 


ConcLusions. — De ces recherches préliminaires, il résulte qu’admi- 
nistrée a la dose de 2 mg p. 20 g, la y-pyridine-aldéhyde-thiosemicar- 
bazone (G. 527), isomére du G. 469, tout en exergant des effets théra- 
peutiques manifestes, apparatt quelque peu inférieure a@ ce dernier 
composé dans la tuberculose expérimentale de la souris. A cela s’ajoute 
sa tovicité, d’allure chronique, pour cet animal (2). 
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OBTENTION DE MUTANTS DE SHIGELLA SONNEI 
FERMENTANT RAPIDEMENT LE LACTOSE 


par Mv S. RUBINSTEN et P. THIBAULT. 


(CG. N. R. S. et Service de Microbie générale 
de lInstitut Pasteur.) 


Lorsqu’on effectue un isolement de Sh. sonnei sur une plaque de 
gelose nutritive Jactosée additionnée de bleu de bromothymol, on 
observe au bout de vingt-quatre heures uniquement des colonies bleu- 
lées ; puis, aprés un délai de quelques jours, variable suivant les 
souches, apparaissent en général A leur surface de petites papilles 
jaunes formant de l’acide aux dépens du lactose. C’est en partant de 
ces colonies secondaires que certains bactériologistes ont cherché 4 
obtenir des cultures capables de fermenter le lactose en moins de vingt- 
quatre heures. Glynn et Starkey (1939) [41], Rhodes et Reid (1941) [2] 
r’ont pu y réussir aprés 12 isolements successifs. Cependant Sears et 
Schoolnik (1936) [3] en incorporant A la gélose divers glucides avaient 
obtenu 7 souches nouvelles différant de la souche originale et entre elles 
par leur activité enzymatique vis-a-vis du lactose, saccharose, ratfinose 
et maltose. Au moment de rédiger nos propres observations nous avons 
eu connaissance du travail de Cook, Knox et Tomlinson (1951 [4] ; ils 


(2) Une seconde expérience, réalisée selon la méme technique, mais ov 
une utilisation quantitative (2 et 1 mg par souris de 20 g) des deux 


composés fut appliquée, a fourni des résultats comparables aux pre- 
eédents. 
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ont isolé d’une souche de Sh. sonnei des mutants qui fermentent rapi- 
dement le lactose ou le saccharose. Ils y sont parvenus par repiquage 
des papilles aussi bien que par ensemencement sur un milieu contenant 
comme seule source de carbone le glucide considéré. 

C’est cette derniére méthode que nous avions nous-mémes adoptée. 
Nous avons utilisé un milieu de base synthétique : (NH,),H ROME ce 
KHPO 2 dione (NaCl > Seo MgSO, 7H,04:: 0, g; eau distillée 
1 000 cm, solidifié par 20 g de gélose soigneusement lavée, additionné 
extemporanément d’acide nicotinique (0,005 mg p. 100), de lactose 
ou de glucose (1 p. 100) stérilisés par filtration, et de bleu de bromo- 
thymo! comme indicateur. Lorsqu’on ensemence ce milieu glucosé 
avec des dilutions convenables d’une suspension de Sh. sonnei on 
obtient un nombre de colonies égal 4 celui qui se développe sur gélose 
nutritive, mais la croissance est plus lente. Avec quelques variations 
d'une souche & l’autre, en vingt-quatre heures de fines colonies inco- 
lores apparaissent ; en quarante-huit heures, elles atteignent un 
diamétre de 2 4 3 mm, se teintent en jaune et présentent un aspect 
homogeéne, Si l’on étale 4 la surface du milieu lactosé I ou II gouttes 
d’une suspension épaisse de germes, il se forme une nappe de petites 
colonies, fines, serrées que d’abord le microscope permet seul de 
déceler ; elles sont constituées par des cellules du type biochimique 
original ; aprés quarante-huit heures, parfois plus, quelques rares 
colonies se différencient et, le lendemain, paraissent jaunes, arrondies, 
semblables aux colonies obtenues sur glucose ; secondairement, en 
deux & trois jours, le semis incolore qui les entoure prend un dévelop- 
pement remarquable et dessine autour de la colonie centrale un halo. 
Ce phénoméne rapelle celui qu’a décrit Lewis [5] pour les souches 
de coli mutabile. Plus rarement les colonies capables de se développer 
apparaissent d’emblée et ce n’est qu’a leur voisinage, en auréole, que 
se manifeste la culture des autres cellules. 

Si lon repique en eau peptonée lactosée des colonies acides, Jeur 
culture provoque en vingt-quatre heures le virage de l’indicateur. Cela 
ne signifie pas qu’elles soient uniquement constituées de germes 
cupables d’attaquer vigoureusement le lactose. Un isolement, aprés 
émulsion, fournit une proportion trés variable pour les 7 souches en 
expérience de colonies de chaque type. Parfois les colonies acides 
représentent 98 p. 100 de la totalité, plus souvent 50 p. 100, parfois 
une faible minorité. Aprés une série de 12 isolements successifs nous 
avons renoncé a purifier 3 de nos cultures ; pour 2 d’entre elles la 
proportion des 2 types de colonies restait presque invariable ; celles 
qui fermentaient représentaient environ 90 p. 100 de 1’ensemble. 
Les 4 autres souches, dés le 3°, 4° et 5° isolement, ne montraient plus 
que des colonies rapidement acides. Une épreuve de Ja stabilité de ce 
caractére par 15 passages quotidiens en milieu synthétique glucosé 
puis isolement sur gélose lactosée a montré que 2 souches donnaient 
encore naissance d de petites colonies du type primitif ; les 2 autres 
s’avéraient stables. Cette stabilité, confirmée aprés conservation pendant 
deux mois, est en faveur d’une variation par mutation. Les mutants 
obtenus provenaient des 2 souches qui exigeaient le plus de temps 
pour fermenter le lactose (neuf 4 dix jours). 

Au sujet des colicines, Fredericq [6] a signalé l’indépendance des 
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mutations chez Sh. sonnei. Ici aussi identification biochimique n’a 
permis d’observer aucune différence entre les souches originales et 
les mutants, si ce n’est leur différence d’activité sur le lactose et, par 
conséquence, sur le lait. 

En résumé, V’ensemencement de 7 souches de Sh. sonnei sur plaques 
de milieu synthétique lactosé a permis de distinguer des colonies acidi- 
fiant activement le lactose. Pour 2 souches, il a été possible d’obtenir 
des cultures pures et stables de mutants. Les caractéres biochimiques 
de ces mutants ne différaient de ceux des souches originales que par 
leur activité vis-a-vis du lactose. 
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FREQUENCE DES MUTANTS DE SH/GELLA SONNE! 
FERMENTANT RAPIDEMENT LE LACTOSE 


par P. THIBAULT et M™* S. RUBINSTEN. 


(Service de Microbie générale de l'Institut Pasteur et C.N.R.S.) 


ll n’est pas facile de déterminer avec précision la fréquence des 
mutants de Sh. sonnei capables d’attaquer rapidement le lactose. On 
peut en avoir une idée en étalant a la surface d’une plaque de milieu 
synthétique [4] lactosé II gouttes d’une suspension épaisse de la 
culture originale sur gélose et sur un milieu analogue glucosé 
II gouttes d’une dilution convenable pour compter les germes vivants. 
Sur milieu glucosé les colonies apparaissent dés le lendemain et se 
comptent aisément aprés quarante-huit heures. Leur nombre ne se 
modifie pas par la suite. Sur milieu lactosé on voit souvent en vingt- 
quatre heures une fine nappe constituée par la culture des cellules 
normales, mais les colonies des mutants ne se différencient guére avant 
quarante-huit heures (5/7 souches) et peuvent n’apparaitre qu’aprés 
quatre jours. Le nombre de ces colonies ne cesse de croitre ensuite 
pendant une semaine environ. Ainsi dans une expérience on peut 
observer successivement aprés deux, trois, quatre, six et sept jours : 
1, 2, 3, 4 et 12 colonies ; avec une autre souche aprés deux et quatre 
jours : 3 puis 34 colonies. En outre, lorsque le délai se prolonge, la 
lecture devient de plus en plus difficile, car il se forme des colonies de 
taille et d’acidité trés diverses. Pour la souche qu’ils ont étudiée, Cook, 
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Knox et Tomlinson [2] comptent les colonies le cinquiéme jour et 
estiment a 1 p. 10° la fréquence des mutants. 

Avec la technique que nous avons suivie ce délai est excessif, il 
semble qu’il ne faille tenir compte que des colonies observables en 
quarante-huit heures. Celles qui apparaissent ensuite, au lieu de 
provenir directement des cellules de la suspension, résultent plus 
probablement d’une mutation survenue aprés un certain nombre de 
divisions, puisqu’il y a toujours culture, plus ou moins visible, de tous 
les germes, méme sur milieu sélectif. Lorsqu’on dispose d’une variante 
pure on peut constater que les colonies se développent avec une rapidité 
trés voisine sur gélose lactosée et glucosée : apparition en vingt-quatre 
heures, jaunissement en quarante-huit heures. Il est possible, il est 
vrai, qu’d Visolement, l’abondance des cellules du type original 
provoque une certaine inhibition. Nous avons cultivé en milieu synthé- 
tique liquide glucosé les deux mutants obtenus et avons étalé sur 
milieu sélectif I goutte de dilution, soit isolément, soit en concur- 
rence avec une suspension de germes normaux. Ces suspensions ne 
donnaient pas plus de un mutant en quarante-huit heures, ce qui 
facilitait l’interprétation. Sur les deux plaques le nombre des colonies 
acides était identique et le retard de développement en présence des 
cellules du type original était inférieur 4 vingt-quatre heures. En tout 
cas, quel que soit le retard provoqué par le voisinage de ces cellules, 
il ne parait pas licite d’étendre la lecture sur plusieurs jours : seules 
les premiéres colonies apparues peuvent étre considérées comme 
descendance immédiate des germes semés. En s’en tenant a ces régles 
la fréquence des mutants pour 5 souches s’établit respectivement a 
environ 1 p. 65 x 10°, 35 x 108, 108, 10°, 26 x 10’; pour 2 autres 
souches qui donnent au quatriéme jour seulement 1 colonie lactose- 
positive, elle est inférieure 4 1 p. 3 x 108. Elle est donc moins élevée 
que celle qu’on attribue généralement au coli mutabile. Il existe une 
différence sensible entre les diverses souches de Sh. sonnei. Ces diffé- 
rences coincident grossiérement avec le temps requis par chacune 
d’elles pour fermenter le lactose en eau peptonée ; ce temps était de 
deux A trois jours pour la premiére, quatre a six jours pour les 
8 suivantes, huit a dix jours pour les derniéres. 

Lorsqu’on transporte dans un tube d’eau peptonée lactosée I goutte 
d’un milieu semblable acidifié par culture de Sh. sonnei il se produit 
presque toujours un virage rapide. Une souche, il est vrai, qui avait 
fermenté le lactose en huit jours fit virer ]’indicateur dans le méme 
temps au deuxiéme repiquage et quelques passages successifs ne rédui- 
sirent pas ce délai ; une autre souche qui avait fermenté en trois jours 
réclama encore vingt-six heures, mais 11 autres souches provoquérent 
le virage en moins de vingt-quatre heures au lieu de trois 4 sept jours. 
Cette accélération peut étre attribuée a un processus d’enrichissement 
en cellules lactose-positives aussi bien qu’A une activation enzymatique 
analogue a celle que Deere [3] décrivit pour EZ. coli cultivé en présence 
de lactose et au phénoméne d’adaptation dont Monod [4] a démontré 
Vimportance. Les modifications qualitatives dues a la culture en 
présence de lactose se manifestent par la rapidité d’apparition des 
colonies isolées au moment du virage et lintensité de Vacidification 
qu’elles provoquent. Quant aux modifications quantitatives elles se 
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manifestent constamment par l’accroissement du nombre des mutants, 
dont la proportion est maxima la veille ou le jour de lacidification. 
Mais cette proportion est trés variable. Elle peut atteindre 75 p. 100 
mais elle est parfois inférieure 4 1 pour plusieurs millions (voir tableau) 
et cela explique qu’il n’est pas toujours possible d’observer des colonies 
acides sur un simple isolement [2]. Pour suivre ]’évolution de la popu- 
lation microbienne il est nécessaire de pratiquer sur milieu sélectif 
des ensemencements massifs de la culture et, en méme temps de 
diverses dilutions car trés souvent, I goutte pure prélevée la veille de 
lacidification détermine un virage en masse de la plaque sur laquelle 
i! est impossible de distinguer des colonies isolées. 


Nombre de germes en eau peptonée lactosée (Sh. sonnei D II). 


TOTAL MUTANTS 
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Apres acidification le chiffre global de la population décroit rapi- 
dement en une quinzaine de jours. Le nombre relatif des mutants 
diminue, mais reste élevé jusqu’da la stérilisation de la culture. 

Quelques expériences de repiquages en série en eau peptonée lactosée 
aussito6t aprés acidification ont provoqué un enrichissement considé- 
rable en cejlules lactose-positives, sans fournir toutefois des cultures 
pures. 

En résumé: La fréquence des mutants lactose-positifs étudiée pour 
7 souches de Sh. sonnei s’établit entre 1 p. 65 x 10° et moins de 
1 p. 3 x 10° cellules. Au cours de la culture en eau peptonée lactosée, 
la proportion augmente pour étre maxima au moment du virage. Elle 
peut atteindre alors 75 p. 100 mais aussi rester beaucoup pius faible 
e' les colonies acides peuvent passer inapercues sur un simple isolement. 
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RECHERCHES SUR LE METABOLISME BACTERIEN 
DES CYTOCHROMES ET DES PORPHYRINES. 
CAS DES BACTERIES ANAEROBIES STRICTES 


par Pirrre SCHAEFFER et Bentron NISMAN. 


(Institut Pasteur. 
Service de Physiologie microbienne et Service des Anaérobies.) 


Deux phénoménes caractéristiques du métabolisme de certains micro- 
organismes aérobies facultatifs ont été récemment mis en évidence 
le caractére adaptatif a l’oxygéne du systéme cytochromique (Ephrussi 
et Slonimski [4], Schaeffer [2]) et l’excrétion de porphyrines en anaéro- 
biose (Schaeffer [3]). La connaissance de ces faits nouveaux souléve les 
questions suivantes : 1° la croissance des bactéries anaérobies strictes 
s’accompagne-t-elle d’une excrétion de porphyrines dans le milieu de 
culture ? ; 2° l’absence compléte de cytochromes chez ces organismes 
ne pourrait-elle s’expliquer, dans quelques espéces au moins, par ie 
fait que les suspensions soumises a l’examen spectroscopique n’ont pas 
été laissées au contact de l’oxygéne dans des conditions permettant la 
synthése adaptative des cytochromes ? 

Pour répondre a ces questions, nous nous sommes adressés a des 
espéces bactériennes anaérobies strictes, choisies dans la classification de 
Prévot [4] comme représentatives de familles. trés différentes. Ont été 
étudiés : Clostridium sporogenes, Cl. saccharobutyricum et Cl. coral- 
linum (Clostridiacées), Diplococcus magnus (Micrococcacée), Sphero- 
phorus ridiculosus (Sphérophoracée), Eubacterium nitritogenes (Bacté- 
riacée) et Veillonella parvula (Neisseriacée) (*). 

Les milieux synthétiques simples ne conviennent pas a la croissance 
de ces espéces ; le bouillon « viande-foie » permet la croissance, mais 
fournit des culots bactériens brunatres, trop absorbants pour une bonne 
étude spectroscopique ; un milieu salin glucosé, additionné de protéose- 
peptone « Difco » (2 p. 1000) et d’extrait de levure « Difco » 
(2 p. 1 000) a donné satisfaction. Aucune substance réductrice n’était 
spécialement ajoutée. L’anaérobiose était obtenue par _ barbotage 
d’azote 45 p. 100 de CO,. Les cultures, agitées pendant leur croissance 
au moyen d’un agitateur magnétique, étaient récoltées aprés dix-huit 
a vingt heures d’incubation a 37°. 

Les cultures étaient divisées en deux parties d’égal volume et centri- 
fugées stérilement. Les liquides surnageants, filtrés sur bougie, 
servaient A la recherche des porphyrines [3]. Sur l’un des culots bacté- 
riens on procédait A un examen spectroscopique direct, aprés addition 
d’hydrosulfite. L’autre culot, remis en suspension dans un tampon 


(*) Nous tenons a remercier le Dt A.-R. Prévot qui a obligeamment mis 
ces souches 4 notre disposition. 
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glucosé, était agité en couche mince au contact de lair pendant 
vingt heures A 37°, Les densités optiques de ces suspensions étaient 
mesurées avant et apres l’agitation : une lyse des cellules était généra- 
lement observée, atteignant parfois 50 p. 100; en fin d’aération les 
suspensions étaient observées au spectroscope. 

Les résultats ont tous été négatifs : 1° aucune des souches étudiées 
n’excrétait de porphyrine en quantité décelable au spectrophotométre, 
méme lorsqu’on soumettait les filtrats de culture a un procédé d’extrac- 
tion de ces substances qui aurait di les concentrer dix fois ; 2° en 
aucun: cas l’aération aprés croissance anaérobie n’a fait apparaitre la 
moindre bande d’absorption, méme lorsque la suspension bactérienne 
était observée sous forte épaisseur (8 mm) et a la température de 
l’azote liquide. 

Le second des résultats ci-dessus requiert un commentaire. le 
mutant «petites colonies » de la levure de boulangerie, décrit par 
Ephrussi et ses collaborateurs [5], est incapable de_ respirer 
(Javlitzki [6], Slonimski [7]), il montre les bandes des cytochromes 
a, et c, mais il est dépourvu des composants a et b (Slonimski et 
Ephrussi [8]) ; encore faut-il, pour que soit formé le‘ cytochrome ¢, 
que les cultures aient été au contact de l’oxygéne (Slonimski [9]). 
On voit par cet exemple qu’un microorganisme utilisant le glucose 
uniquement par voie fermentative peut étre néanmoins capable de 
synthétiser certains composants ou certains précurseurs du _ cyto- 
chrome ; l’oxygéne, en ce cas, permet l’expression phénotypique des 
potentialités conférées par le génotype. Nous nous étions demandé au 
début de ce travail si certaines espéces bactériennes anaérobies strictes 
ne pourraient recéler des potentialités du méme ordre. Des résultats 
positifs eussent fourni une indication précieuse sur 1’évolution chez les 
bactéries ; les résultats négatifs obtenus n’autorisent aucune spécu- 
lation. 
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SUR UNE ENZOOTIE SAISONNIERE 
DES SOFFIES DE L’HERAULT 


par L. CARRERE et J. ROUX. 


(Laboratoire de Microbiologie de l’Institut Bouisson-Bertrand 
et de la Faculté de Médecine, Montpellier.) 


Des enzooties saisonniéres de charbon symptomatique, dues A Clostri- 
dium chauveei, ont atteint a plusieurs reprises déjd les soffies de 
PHérault (1948, 1949 et 1950) ; elles ont été rapportées par Prévot et 
ses collaborateurs [4]. 

Nous avons eu l'occasion d’étudier cette année (aot 1951) une 
enzootie qui parait plus importante encore que les précédentes, quant 
au nombre de poissons atteints. Les soffies ont été atteintes massive- 
ment et sont mortes par milliers ; dans l’Hérault, sur une dizaine de — 
kilométres, plusieurs tonnes de cadavres ont été ramassées et enfouies. 
Cependant quelques cas isolés ont été observés chez d’autres espéces 
de poissons : ablettes, truites. 

Nous avons examiné un certain nombre de poissons malades 
capturés, en général, peu de temps avant la mort. A l’examen macro- 
scopique, il a été facile de constater, dans les muscles de la région 
dorsale, la présence de foyers hémorragiques, leur couleur brune 
contrastant avec la blancheur du muscle sain. Ces foyers, de diamétre 
variant de quelques millimétres 4 1 centimétre, sont infiltrés par une 
sérosité spumeuse et des gaz qui soulévent parfois, sous forme de petites 
bulles, la peau sus-jacente. L’examen bactériologique des prélévements 
faits au niveau de ces zones musculaires permet la détection de 
bactéries & Gram-positif poussant uniquement en cultures anaérobies, 
en particulier en gélose Vf. Les caractéres morphologiques, biochi- 
miques, comme le pouvoir pathogéne sur le cobaye, nous ont permis 
@identifier ce bacille avec le bacille isol6é dans les mémes conditions, 
par Prévot et classé, par lui, Clostridium chauvei. Le manque de 
sérum anti-Clostridium septicum ne nous a pas permis de le diffé- 
rencier antigéniquement de Clostridium septicum. 

La bactérie a été trouvée constamment dans les muscles latéraux de 
la colonne vertébrale, ot elle pullule, dans le foie, ot elle est plus 
rare, et se présente, sur les frottis, en éléments isolés. La septicémie a 
paru discréte ; l1’*hémoculture faite 4 partir du sang du cceur a été 
positive dans 2 cas sur 5 seulement. 

Les retours successifs de l’enzootie posent & nouveau les problémes 
soulevés par Prévot et ses collaborateurs. Il semble bien que la conta- 
mination soit d’origine ovine ou bovine, la pollution de Veau fluviale 
étant consécutive A l’immersion de viscéres ou de bétes mortes. 
Cependant, le foyer principal de l’enzootie de 1951 s’est situé plus de 
30 km en amont du foyer détecté les années précédentes. I] est éloigné 
des abattoirs — qui ont fait l’objet d’un contréle sévére — ne déversant 
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pas leurs déchets dans l’Hérault. Il faudrait admettre le rdle des 
tueries clandestines, échappant A toute investigation des services vété- 
rinaires, 4 moins d’envisager d’autres conditions de contamination du 
fleuve, en particulier & partir des corps d’animaux enfouis non loin 
des berges (ce qui n’est pas exceptionnel), les spores étant entrainées 
par les eaux de ruissellement ou d’infiltration. Le réle des spores peut 
aussi expliquer la persistance d’une pollution ancienne des fonds 
vaseux sans apport obligatoire, constant, extérieur de microbes. La 
maladie apparaitrait chaque année par germination des spores de 
Clostridium chauvoei végétant sous cette forme, dans la vase, pendant 
li saison froide (*). 

L’apparition de l’enzootie a été plus tardive en 1951 ; alors que les 
années précédentes elle débutait en juin, c’est en fin juillet et début 
d’aotit seulement que la maladie a été signalée, ceci en rapport avec 
la température qui a été relativement basse en juin-juillet. Ce n’est 
d’ailleurs qu’a partir de fin juillet que la température de |’eau de 
VHérault a été supérieure A 20°. L’enzootie a été de courte durée, 
quinze jours environ. 

On pourrait supposer que, les soffies ayant été électivement atteintes, 
les autres poissons de 1’Hérault jouiraient d’une immunité vis-a-vis de 
Clostridium chauveei ; il n’en est probablement pas ainsi. Si les soffies 
restent l’espéce massivement atteinte, contrairement aux enzooties 
antérieures, en 1951, d’autres poissons ont été victimes de l’enzootic. 
1] n’y a donc pas immunité de certaines espéces de poissons a ]’égard 
de C. chauveei ; la moindre contamination de celles-ci est plus certai- 
nement une question d’habitat et de nourriture, l’infection se faisant 
par voie orale. Les soffies, en effet, vivent sur les fonds boueux et 
cherchent leur alimentation dans la vase, tandis que les autres espéces 
peupiant les parages vivent, plutét, sur des fonds de gravier et trouvent 
leur nourriture en surface. 

Au régime des basses eaux des années précédentes a succédé, depuis 
septembre, un régime de crues successives qui ont balayé les fonds ; 
c> « nettoyage » des fonds vaseux aura-t-il pour conséquence la dispa- 
rition des foyers pérennes de contamination dont nous avons envisagé 
je role, ou bien l’apport renouvelé de contages raménera-t-il l’enzootie 
en 1952. Dés maintenant, par prélévements répétés des vases, nous 
allons essayer de vérifier le bien-fondé ou Vinanité de la premiére 
hypothése, espérant que le contréle par les pouvoirs publics neutra- 
lisera efficacement la contamination cxtérieure du fleuve. 


BIBLIOGRAPHIE 


(4} A.-R. Privor, P. Besse et A.-P. p—E Faconpe. Ces Annales, 1950, 79, 903. 


(*) Ces hypothéses permettraient d’expliquer linefficacité des mesures 
de surveillance des abattoirs. 
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LES RICKETTSIOSES DU CONGO BELGE 
ET DU RUANDA-URUNDI 


par Jean JADIN. 


(Faculté de Louvain.) 


Cette étude trés compléte a été faite par un expérimentateur. Elle 
correspond a une dizaine d’années d’étude et A des séjours dans des 
points différents de l’immense Congo belge et des territoires sous 
mandat du Ruanda-Urundi. 

Dans l’introduction l’auteur étudie les techniques qu’il va utiliser. 
Isolement des souches, réaction de Weil-Felix, agglutination des 
rickettsies, technique microscopique, fixation du complément, absorp- 
tion des agglutinines spécifiques, hypersensibilité cutanée. 

I. Il étudie ensuite le typhus murin venant du rat et montre que le 
virus est répandu dans le pays. 3 souches ont été isolées. 

Pour le typhus murin de l’>homme, il rapporte 19 cas dont il a isolé 
la souche. Il les a étudiés sur cobayes, souris, rat, poux, et montre 
que Vhomme peut s’infecter avec des poux. 

Il a aussi examiné ces sérums tout d’abord avec la réaction de Weil- 
Felix puis, plus récemment, avec la technique d’agglutination des 
rickettsies. 

II. Il a isolé ensuite des souches du typhus épidémique et a étudié 
Jes sérums avec l’agglutination des rickettsies et, dans quelques cas, 
il a fait des fixations du complément. 

III. Il n’a pas isolé de souche boutonneuse, quoique sérologiquement 
il ait pu établir la présence de telles souches. 

IV. Vient ensuite une étude fort compléte sur la fiévre Q au Ruanda 
et tout particuliérement sur l’épidémie de Musha, comportant non 
seulement l’étude du réle des tiques, du lait de vache, mais aussi la 
recherche du pouvoir agglutinant des sérums de divers animaux 
domestiques. 

V. IL a décelé aussi des anticorps antityphus oriental chez des 
indigénes et des asiates du Ruanda-Urundi. 

Cette étude sur les rickettsioses du Congo belge montre toute l’impor- 
tance de cette question en Afrique équatoriale. 
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ACTION DE QUELQUES COMPOSES PYRIMIDIQUES 
SUR LA CROISSANCE DE SPOROTRICHUM SCHENCKI 


par E. DROUHET et F. MARIAT. 


(Unstitut Pasteur. 
Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


Nous avons montré au cours d’un précédent travail que la pyrimidine 
de la thiamine est le seul facteur de croissance nécessaire a divers 
Sporotrichum pathogénes [4]. Nous nous sommes alors proposé 
d’étudier sur ce méme champignon, laction de diverses pyrimidines, 
afin de : 1° connaitre la spécificité de la pyrimidine utilisée précédem- 
ment, 2° savoir sil est possible d’obtenir une inhibition de la crois- 
sance de Sporotrichum, cultivé en présence de pyrimidine de la 
thiamine, par un autre composé de structure analogue. 

La composition du milieu de culture est la suivante : 


Asparagine = 7 Meg, em coe aie talent cere Led Speen 4g 
CHUN Co Geli Aes Ghd Mh 1 yO Gadd & ot ome 6 30 g 
Phosphateraciderdespotassium am ei) Gn) eee ee 1,50 g 
reeU bun) ew enkreaiainibeel WnleGO) A Gg so se a 6 a Bo 6 0,50 g 
Solution « oligodynamique » de Berthelot. ...... X gouttes 
Hatimdistilleendange verre ob ye xeric en re nen 4 000 g 


Les conditions de culture ont été décrites dans un _ précédent 
mémoire [1]. Rappelons toutefois que le champignon (Sporotrichum 
schenckt beurmanni 32) a, été cultivé sous sa forme mycélienne, a 
une température de 26° pendant quatorze jours. Les pyrimidines 
utilisées sont les suivantes (*) : 

Méthyl-3 dioxy-2-6 tétrahydro-1-6,2-3 diamino-4-5 pyrimidine 
(sulfate). 

2) Méthyl-2 hydroxy-6 diamino-4-5 pyrimidine. 

3) Hydroxy-2 triamino-4-5-6 pyrimidine (sulfate). 

4) Triamino-2-4-5 hydroxy-6 pyrimidine (sulfate). 

5) Dihydroxy-2-6 diamino-4-5 pyrimidine. 

6) Hydroxy-2 diamino-4-6 pyrimidine. 

7) Méthyl-2 hydroxy-6 amino-4 pyrimidine. 

8) Méthyl-3 dioxy-2-6 amino-4 tétrahydro-1-6,2-3 pyrimidine. 

9) méthyl-2 dihydroxy-4-6 pyrimidine. 

10) Méthylthio-2 aminométhyl-4 méthyl-6 pyrimidine. 

11) Méthyl-1 méthylthio-2 amino-4 oxy-6 dihydro-1-6 pyrimidine. 
12) Dihydroxy-2-6 pyrimidine. 


4 


C) Nous remercions bien vivement M. Pesson, docteur és_ sciences, . 
attaché au Laboratoire de Chimie de la Faculté de Médecine de Paris, 
qui nous a aimablement fourni la plus grande partie des pyrimidines utili- 
sées. Elles ont été synthétisées par M. Pesson lui-méme. 
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13) Amino-2 méthyl-6 hydroxy-4 phénylazo-5 pyrimidine. 
14) Méthyl-2 dihydroxy-4-6 phénylazo-5 pyrimidine. 

15) Diméthyl-2-6 hydroxy-4 phénylazo-5 pyrimidine. 

16) Dioxy-2-4 méthyl-6 phénylazo-5 pyrimidine. 

17) Ethylthio-2 oxy-6 amino-4 phénylazo-5 ‘pyrimidine. 

18) Méthylthio-2 amino-4 phénylazo-5 hydroxy-6 pyrimidine. 
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pyrimidine dela thiamine 


Fic. I. —T, courbe de croissance de S. schencki en fonction de la pyrimidine de 
la thiamine seule; P;, Po Pg, courbes obtenues en fonction de la pyrimidine 
de la thiamine, mais en présence des composés 1, 2 et 8. On note une inhi- 
bition variant selon la concentration en facteur de croissance et la qualité de 
Vinhibiteur. 


19) Méthylthio-2 méthyl-4 p.acétamidophénylsulfonyl-6 pyrimidine. 

20) p.aminophénylsulfonyl-2 pyrimidine. 

21) p.aminophénylsulfonyl-2 méthyl-4 pyrimidine. 

22) p.aminophénylsulfonyl-2 diméthyl-4-6 pyrimidine. 

Expériences et résultats. — a) Au cours d’une premiére série d’essais, 
nous avons utilisé chacune des pyrimidines mentionnées dans la liste 
ci-dessus, 4a la concentration 1.10—°, comparativement avec la pyri- 
midine de la thiamine (méthyl-2 amino-4 aminométhyl-5 pyrimidine). 
Aucune des pyrimidines étudiées ne s’est montrée capable de remplacer 
la pyrimidine de la thiamine dans son réle de facteur de croissance 
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pour le Sporotrichum cultivé. Lwoff avec les Flagellés leucophytes [2], 
knight avec le Staphylocoque doré [8], Schopfer [4], Robbins et 
Kavanagh [5] avec le Phycomyces blakesleeanus ont montré que la 
pyrimidine n’agit comme facteur de croissance que lorsqu’elle 
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Fic. 2. — Courbes de croissance de S. schencki en fonction de concentrations 


variables de pyrimidine de la thiamine et de pyrimidine 14. L’inhibition est 
d’autant plus importante que la concentration en corps 14 est plus élevée; 
elle est totale pour une dose de 100 mg par litre de ce composé. 


posséde en position 2 le groupement CH,, en position 4 le groupement 
NH, et en position 5 un groupement CH,.X, X représentant un des 
radicaux —NH,, —C,H,, etc. Dans la mesure de nos expériences, 
Sporotrichum se comporte comme ces organismes. 

b) Recherchant une inhibition de la croissance, nous avons ajoulé au 
milieu de culture de base contenant de la pyrimidine de la thiamine 
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{1.10—-7), une des pyrimidines dont nous pouvions disposer, aux 
concentrations de 10—° et 10—7. Mises A part quatre des pyrimidines 
(n° 1, 2, 8 et 14), que nous avons étudiées plus en détail, aucun des 
composés expérimentés n’a fait preuve d’une action quelconque. Les 
pyrimidines ayant fait preuve d’une activité inhibitrice dans cette 


T: Pyrim. thiam. seule 
| 
A: + corps ne14, AAS Ss 


on 
° 


| 
B: + corps n°14, 2,5.10°° 


© mg.mucelium sec 


Ao 10°? A078 ecent0® 
pyrimidine de la thtamtne 


Fic. 3. — Courbes obtenues en fonction de la concentration en pyrimidine de 
la thiamine pour une concentration de composé n° 14 de: 0 pour Ja courbe 
T, 4.10—8 pour la courbe A et 2,5.40— pour la courbe B. Pour de faibles 
concentrations en pyrimidine de la thiamine (10 — ) on observe une stimula- 
tion de la croissance provoquée par le composé 14. 


premiére expérience, ont été & nouveau utilisées & des concentrations 
variant de 10-* 4a 10—7 dans un milieu de culture contenant de la 
pyrimidine de la thiamine. Les corps 1, 2 et 8 ont produit une 
faible inhibition atteignant au maximum 30 p. 100 (fig. 1) alors 
que le composé 14 (méthyl-2 dihydro-4-6 phénylazo-5 pyrimidine) a 
produit une inhibition totale & la concentration de 10—*, ceci quelle 
que soit la concentration de la pyrimidine de la thiamine (entre 10—° 
Bl WO"), 
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c) Nous avons alors étudié l’activité inhibitrice de la méthyl-2 
dihydro-4-6 phénylazo-5 pyrimidine (composé n° 14) a des concen- 
trations variables, en fonction de concentrations variables du facteur 


N==C-—OH 


pyrimidine ne 14 


de croissance (fig. 2). On peut constater, dans l’ensemble, une inhi- 
bition d’autant plus importante que la concentration en pyrimidine 
n° 14 est plus grande. Toutefois aux faibles concentrations des deux 
composés en jeu (pyrimidine n° 14: 1.10—-® et 2,5.10—® ; pyrimidine 
de la thiamine 10—*), on peut noter une stimulation. , 

Tandis que dans les composés n° 9, 15, 16, 17 et 18, incapables de 
provoquer d’inhibition de croissance, on note la présence, soit du 
groupement méthyl-2 dibydroxy-4-6 pyrimidine, soit du groupement 
phénylazo, dans le composé inhibiteur 14 on remarque la présence 
simultanée de ces deux groupements. 

En mesurant au photométre la quantité de spores formées par 
chacune des cultures, on retrouve le méme aspect général de la courbe 
de la figure 2, ot: la croissance est établie en fonction du poids de 
mycélium sec. 

Kn conclusion, sur les 22 composés pyrimidiques essayés au cours 
de ces expériences, aucun ne s’est montré capable de remplacer la 
pyrimidine de la thiamine, facteur de croissance pour Sporotrichum 
schencki. Quatre se sont avérés inhibiteurs. La méthyl-2 dihydroxy-4-6 
phénylazo-5 pyrimidine est en particulier capable de provoquer une 
inhibition totale de la croissance de Sporotrichum a la_ concen- 
tration 1.10—+. 
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PRESENCE DE SUBSTANCES ANTIVIROTIQUES 
DANS DIFFERENTES PARTIES DE PLANTES 
par Gunnar FISCHER. 


(Karolinska Institutet, Stockholm.) 


C’est Besredka qui a lancé le nom d’ « antivirus ». Par cette expres- 
sion l’on entend toute substance de nature bactérienne qui posséde 
un effet bactéricide ou virulicide. Dans la situation présente il semble 
utile de réserver la désignation d’antivirus — ou substance antiviro- 
tique — a ces substances qui ont la propriété spécifique d’inhiber ou 
de tuer un virus, sans tuer en méme temps la cellule-hdte. 

Dans mes recherches j’ai trouvé qu’il existe certaines plantes conte- 
nant, au moins dans certaines de leurs parties, des substances viruli- 
cides. Des essais ont été effectués en prenant le B. coli XP comme 
cellule héte et un bactériophage spécifique comme virus, et je les ai 
mis en contact avec des décoctions de parties de plantes. 

J’ai pu constater l’effet virucide et bactéricide considérable des 
betteraves rouges (Beta vulgaris), des airelles rouges (Vaccinium vitis 
idaea), des cassis (Ribes nigrum), des groseilles rouges (Ribes rubrum), 
des sorbes (Sorbus aucuparia), des marrons d’Inde (Aesculus hippo- 
castanum), des alchémilles (Alchemilla vulgaris), etc. 

Mais le plus remarquable, c’est la présence d’effets virulicides consi- 
dérables dans certaines décoctions, n’ayant pas d’effets bactéricides. 
Telles sont les qualités des décoctions de fruits d’érable (Acer plata- 
noides), de carottes (Daucus carota), de pommes de terre (Solanum 
tuberosum), de choux blancs (Brassica oderacea), d’épinards (Spinacia 
oleracea), d’oignons (Allium cepa), de racines d’althaea (Althea rosea) 
et d’angélique (Angelica silvestris), etc 

Mes recherches principales ont porté sur la décoction de fruits 
d’érable. Voici en quelques mots comment j’ai procédé. 

Afin de chercher si la décoction maintenue en contact avec le filtrat 
bactériophagique diminue le nombre de .corpuscules et montre ainsi 
son pouvoir virulicide, j’ai entrepris des essais dans lesquels la décoc- 
tion a différentes concentrations était laissée en contact avec le filtrat 
bactériophagique. A divers intervalles de temps un prélévement du 
filtrat était effectué et ensemencé sur une culture sur boite de gélose. 

Les résultats ont montré que le pouvoir du filtrat bactériophagique 
mis en contact avec la décoction concentrée pendant cinq minutes est 
totalement annihilé, et avec des concentrations plus faibles de la décoc- 
tion (1/64) j'ai obtenu une réduction totale aprés un contact de dix- 
huit heures. 

Des cultures de B. coli exposées de la méme maniére ont montré 
une destruction totale par la décoction concentrée, tandis que dans 
les décoctions diluées en bouillon ($1/1) les B. coli poussent aussi 
abondamment que dans les cultures témoins. 

Donc, la décoction de fruits d’érable posstde un puissant effet viru- 
licide 2 des concentrations oti l’effet bactéricide est nul. 
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Depuis j’ai étudié le développement d’une culture de bactériophage 
en présence de B. coli mise en présence de la décoction de fruits 
d’érable. 

La culture témoin (B. coli en présence de son bactériophage) montre 
aprés dix-huit heures d’étuve A 37° une lyse compléte. Le titre du 
bactériophage atteint la valeur de 101°; mais si l’on fait le méme 
essai en additionnant la décoction de fruits d’érable a la dilution 
de 1/100, la culture prend une allure différente : le bactériophage 
perd son activité et le B. coli pousse de la méme maniére que dans le 
bouillon ensemencé de B. coli seul. 

De plus, on peut démontrer que les bactériophages disparaissent 
complétement dans les cultures précédentes enrichies de décoction de 
fruits d’érable. Dans les filtrats de ces cultures, incubées pendant 
vingt-quatre heures on ne peut plus les retrouver, tandis que dans 
les cultures témoins contenant seulement du B. coli et des bactério- 
phages, la concentration de ces derniers atteint 101°. 

La substance active des fruits d’érable est insoluble dans l’alcool, 
V’éther, l’acétone, mais soluble dans l’eau. De plus, elle est thermo- 
stable (120° G pendant dix minutes) et fillrable. Des essais de concen- 
tration, des essais de toxicité sur animaux, ainsi que des essais avec 
le virus poliomyélitique (souche Lansing), sont actuellement en cours. 

La substance des fruits d’érable posséde toutes les qualités exigées 
d’une substance antivirolique. Aux dilutions assez considérables elle 
tue les virus tout en laissant complétement intacte la cellule-hdte. 

Ces observations sont intéressantes a différents points de vue ; 
un élément nouveau est introduit dans les recherches sur les bacté- 
riophages ; a l’aide de substances antivirotiques on peut anéantir le 
bactériophage qui a infecté la cellule-héte. De plus, on peut inhiber 
totalement ou partiellement les effets du bactériophage sur B. coli en 
choisissant des dilutions convenables. 

Quant aux recherches sur les virus en général, cetle observation 
constitue Un progrés, en ce sens qu’elle montre la possibilité de 
trouver des antivirotiques nouveaux et efficaces sur les plus petites 
formes des virus. 


CONTRIBUTION 
A L’-ETUDE CYTOLOGIQUE DES PHAGOCYTES 
PAR LA MICROPHOTOGRAPHIE 


EN CONTRASTE DE PHASE — PRESENTATION D’UN FILM 
par R. ROBINEAUX et J. FREDERIC. 


(Unstitut National d’Hygiéne, 
Laboratoire du professeur Kourilsky, hépital Saint-Antoine, 
et Institut d’Histologie de l'Université de Liége 
[professeur M. CHivRemonr ].) 


Le Mémoire concernant cette étude paraitra, avec de nombreuses 
illustrations, dans la Revue d’Hématologie. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


x 


La classification des « Brucella ». Remarques A propos de 
l’identification de 2598 souches, par G, Renovux. 


Recherches sur le diagnostic sérologique des oreillons, par 
R. Sourer, I. Trimpercer-Esser et J. Jumarp. 


Contribution 4 l’étude du réle du beurre, de l’huile de colza 
et de l’huile de vaseline associés a des bacilles tuberculeux 
vivants ou morts, inoculés au cobaye par les voies sous- 
cutanée et testiculaire, par P. Gasrinen et A. Nevor. 


Méthode d’étude et de mesure du conflit cellules-microorga- 
nismes. Sensibilité et spécificité, par L. Ducnon. 


LIVRES REQUS 


John T. Fulton.— Hzeperiment in dental care. Organisation Mondiale 
de la Santé, Monographie n° 4, 87 p. Prix : frs suisses, 4 ; doll. 1. 


Ce travail décrit les résultats d’une expérience absolument nouvelle 
qui a été réalisée en Nouvelle-Zélande. Dans ce pays, le traitement des 
écoliers est confiée 4 des infirmiéres spécialisées, formées par deux ans 
d’études et qui, sous la direction d’un dentiste officiel, donnent aux 
enfants tous les soins dentaires qui leur sont nécessaires : traitements 
préventifs, obturations, extractions, traitement des gencives, etc.. ; en 
outre, elles enseignent aux enfants les éléments de l’hygitne dentaire. 
L’expérience a montré que ce systeme donnait d’excellents résultats. 
En 1948-1949, 73 p. 100 des dentistes de Nouvelle-Zélande y avaient 
adhéré et traité plus de 77 000 enfants. 97 p. 100 des écoles sont 
pourvues de dispensaires ou exercent ces infirmiéres spécialisées. Le 
travail de F. contient également une étude de 1|’état dentaire des écoliers 
de Nouvelle-Zélande : on constate chez eux un assez fort pourcentage 


de dents cariées, mais presque toutes sont traitées. 
leh, UF. 


Fortschritte der Geburtshilfe und Gyndkologie, tome II. Karger, édit., 
1951. Prix : 18,70 fr. suisses. 


Ce deuxiéme tome de la collection des Progrés en Obstétrique et 
Gynécologie comprend deux parties bien distinctes. La premiére, de 
A. Reist (Zurich), traite le probléme de l’infection en obstétrique et 
gynécologie pendant les années 1947-1949 : 

A. L’infection gravidique et puerpérale : 1° étiologie, pathogénie, 
diagnostic et pronostic ; 2° prophylaxie et thérapeutique (sulfamides, 
antibiotiques) ; 3° infections au cours de la césarienne ; 4° I’avorte- 
iment infectieux ; 5° appendicite et grossesse ; 6° mastite puerpérale. 
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B. L’infection génitale en dehors de la grossesse : 1° infections para- 
sitaires ; 2° mycoses, amibiases; 3° organes génitaux externes , 
4° organes génitaux internes. 

C. Infections spécifiques rares : diphtérie, tétanos, typhoide, pneu- 
mococcie, endocardite, scarlatine, parasitose, tuberculose, viroses 
(rubéole, poliomyélite, etc.). 

La deuxitme partie, de H. Hosemann (Gottingen), expose le systéme 
de la fiche poingonnée et les résultats trés importants qu’elle permet 
d’établir dans le domaine gynéco-obstétrical. Des fiches portant de 
trés nombreuses cases numérotées, correspondant a toutes les éven- 
tualités morbides possibles, sont affectées A chaque cas et un simple 
poinconnage permet d’établir rapidement et rigoureusement 1’obser- 
vation de chaque malade. Des classeurs spéciaux en facilitent le clas- 
sement et permettent des statistiques rapides et exactes. 

Une bibliographie trés compléte suit chacune de ces deux parties. 
Ce deuxiéme tome est destiné a rendre de trés grands services aux 
gynécologues et accoucheurs, ainsi qu’aux laboratoires de maternités. 

aes 
Sir Howard Florey. — Antibiotics. Fifty-second Robert Boyle Lecture. 
Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1951, 35 pages. 
[Mies Gh Sey, 


Ce petit volume de quelques pages contient le texte d’une confé- 
rence présentée a lUniversité d’Oxford en 1950. Il nous permet 
d’acquérir rapidement une vue d’ensemble remarquable du probléme 
si actuel des antibiotiques. Sir Howard Florey s’adresse aussi bien aux 
spécialistes qu’aux non-initiés. Il nous donne la définition d’un anti- 
biotique, puis aborde les sujets suivants : identification des organismes 
producteurs d’antibiotiques, milieux de culture et amélioration de ces 
milieux en vue de l’obtention de souches plus productrices, méthodes 
de dosage, méthodes physiques et chimiques d’extraction, cristallisa- 
tion, action sélective, mode d’action, résistance des microorganismes 
aux antibiotiques, expérimentation sur animaux, traitement des 
maladies humaines ou animales par les antibiotiques. Le lecteur 
connait ainsi les opérations principales qui doivent étre effectuées 
avant de pouvoir utiliser en médecine humaine un antibiotique nou- 
vellement isolé. 

MenGs 


H. Ucko. — Endocrine diagnosis. Staples Press Ltd. Mandeville Place, 
London, 1951, 518 pages. Prix : 42 sh. 


Ce livre a pour but de coordonner nos connaissances concernant les 
maladies endocriniennes et leur diagnostic. Les faits élémentaires 
nécessaires 4 la compréhension de l’action hormonale ainsi que le role 
des facteurs endocriniens dans la physiologie et la pathologie humaine 
sont décrits en détail. L’auteur s’intéresse plus particuliérement au 
probléme du diagnostic : dans la mesure du possible, le diagnostic 
différentiel est présenté sous forme de tableau. La description des cas 
typiques est accompagnée de photographies et les tests de laboratoire 
qui peuvent confirmer les observations cliniques sont soit décrits, soit 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 123 


mentionnés. Pour ne pas augmenter outre mesure la dimension du 
volume, la bibliographie n’est pas donnée en entier. Seuls les prin- 
cipaux traités sur les glandes endocrines sont mentionnés. Ce traité 
pourra donc répondre A la fois aux besoins du clinicien, du médecin 
spécialisé en médecine générale et de l’étudiant. 

Il est divisé en deux parties : I. Diagnostic différentiel des symp- 
tomes et signes endocriniens. A. Histoire (familiale, personnelle). 
B. Examen clinique. II. Maladies des glandes endocrines. Physiologie 
et désordres de la fonction thyroidienne, de la fonction parathyroi- 
dienne, du pancréas (ilots de Langerhans), des surrénales, des organes 
génitaux, de l’hypophyse, de la glande pinéale et du thymus. 

NMeG= 


J. H. Burn. — The formation of adrenaline in the body. Sir Jesse 
Boot Foundation Lecture 1950-1951, John Clough and _ Son, 
124-128 Canal Street, Nottingham, 19 pages. Prix : 1 sh. 6 d. 


Cette conférence montre que le probléme de la formation de 1’adré- 
naline reste obscur en plusieurs points, bien que certaines étapes possi- 
bles de la synthése de ce corps soient connues : les acides aminés pré- 
curseurs, la synthése 4 partir de la tyrosine, la décarboxylation de la 
dihydroxyphénylalanine, la transformation de la dihydroxyphény!- 
sérine en noradrénaline puis en adrénaline. 

NEG 


The control of cross infection in hospitals. Medical Research Council, 
Memorandum n° 11. His Majesty’s Stationery Office, London, 
1951, 49 pages. 


Le présent mémoire est la révision d’un mémoire de guerre paru 
en 1944. Il a pour but de mettre en évidence l’aspect purement pra- 
tique du probléme de la lutte contre les infections contractées dans 
les hépitaux et comporte les chapitres suivants : I. Importance et 
conséquences des infections contractées dans les hépitaux. II. Sources 
et modes d’infection. III. Prévention et contréle des infections contrac- 
tées dans les hépitaux. IV. Procédés & appliquer en cas d’infection 
dans une salle d’hépital. V. Appendices. 

Il servira de guide A tous ceux qui ont pour mission d’instruire les 
infirmiéres et les étudiants et permettra au lecteur de se rendre compte 
de l’importance de l’isolement, de la stérilisation, de la désinfection 
et de l’entrainement méticuleux du personnel dans la lutte contre les 


infections. 
M. G. 


A. Piney. — Handbook of diseases of the blood. Harvey and Blythe 
Ltd, London, 1951, 213 pages. Prix : 21 sh. 


Ce livre est destiné 4 présenter 1’hématologie de maniére a répondre 
aux besoins du médecin non spécialisé. Les principaux chapitres qui 
en font l’objet sont les suivants : Symptémes et signes cliniques des 
maladies du sang. Signes hématologiques des maladies du sang. Types 
d’anémies. Anémie due A une perte de sang. Anémies dues a une défi- 
cience en fer. Anémies dues & la déficience d’une substance hémato- 
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poiétique spécifique. Anémies hémolytiques. Anémies myélophtisiques 
(vraies et fausses). Les leucémies. Leucémies aigués. Myélomatose. 
Erythropoiése accrue. Les réticuloses. Les réticuloses de réserve. Les 
maladies hémorragiques. Fiévre glandulaire. Agranulocytose. Change- 
ments symptomatiques du sang. Epilogue. Index. D’excellentes plan- 
ches en couleurs du fundus oculi,, dues au Professeur Benhamou 
d’Alger, et quelques figures illustrent le texte. Une description clinique 
compléte des maladies du sang est donnée, mais les techniques de 
laboratoire ne sont mentionnées que dans la mesure ot elles sont 
essentielles pour confirmer le diagnostic clinique. Ce nouveau livre 
est destiné aux étudiants qui désirent connaitre les maladies du sang 
sans toutefois entrer dans les détails des examens de laboratoire 
réservés aux spécialistes en hématologie. 
Mi Gre 


J. Lederberg. — Papers in Microbial Genetics, bacteria and bacterial 
viruses. 1 vol., 803 p., University of Wisconsin Press, édit., 
Madison, 1951. Prix : 3,75 dollars. 


« 


L. a réuni les articles des principaux auteurs s’étant livrés) 4 une 
étude approfondie de la question et qui avaient antérieurement paru 
dans divers périodiques. En groupant ainsi un ensemble de travaux 
qui représentent l’essentiel de nos connaissances actuelles sur la géné- 
tigue des virus et des bactéries, L. a’ réalisé un excellent instrument 
de travail qui sera infiniment précieux a tous les chercheurs qui 
soccupent de la question. Le volume débute par une introduction 
de L., qui rappelle les notions générales sur le sujet, et se termine par 
un index bibliographique dans lequel on trouvera la liste des travaux 
qui ne figurent pas in ertenso dans Jouvrage. 

Hare 


Rosemary Biggs. — Prothrombin deficiency. 1 vol., 83 p., Blackwell 
Scientific Publication, Oxford, 1951. Prix : 10 s. 6 d. 


Lorsque les épreuves d’évaluation de la prothrombine ont été élabo- 
rées, la théorie de la coagulation sanguine était plus simple qu’elle 
ne l’est aujourd’hui et leur interprétation était elle-méme assez simple. 
Bien des erreurs sont venues de |’interprétation littérale de ces tests. 
L’auteur en étudie les limites et propose 4 son tour différentes 
méthodes qui tiennent compte des faits expérimentaux découverts au 
cours de ces derniéres années. Le livre est essentiellement un manuel 
pratique destiné A |’hématologiste, au clinicien et au chercheur de 
laboratoire. 
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